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Zusammenfassung

Humanes Cathepsin L (hCATL) ist eine lysosomale Cystein-Protease und bei der Tumor-
Invasion und -Metastasierung beteiligt. Die Expression des hCATL korreliert in vielen normalen
Geweben und Tumorgeweben positiv mit der mRNA-Expression. Eine Ausnahme stellt das
Nierenkarzinom dar, wo trotz erhohter mRNA-Expression der hCATL-Proteingehalt erniedrigt
ist. Um dieses Missverhdltnis in malignen Nierentumoren gegentber gesundem Nierengewebe zu
klaren, wurden in der vorliegender Arbeit die Spleissvarianten der hCATL-mRNA kloniert und
charakterisiert.

Durch die Klonierung vollstdandiger hCATL-cDNAs und durch die Analyse mit 5- bzw. 3'-
RACE-PCR (RACE: rapid amplification of cDNA ends) sowie durch den RNAse Protection
Assay wurde gezeigt, dass von den bisher beschriebenen vier Isoformen der hCATL-mRNA nur
zwei tatsachlich in vivo vorkommen. Diese entsprechen den alternativen Spleiss-Formen hCATL-
A und -A2. Darliberhinaus wurde eine neue, besonders kurze und in vivo dominierende Form der
hCATL-mRNA gefunden, die hier als hCATL-A3 bezeichnet wurde. Diese drei Formen
unterscheiden sich in der 5 -nicht-translatierten Region (5°-UTR). Das alternative Spleissen
findet ausschliesslich im Exon 1 des hCATL-Gens statt. Das 278 nt grosse Exon 1 ist bei der
Form hCATL-A zwar noch komplett, jedoch bei der hCATL-A2 bzw. hCATL-A3 Variante
jeweils auf 188 nt bzw. 132 nt verkdrzt.

Durch RT-PCR und RNAse Protection Assay wurde gezeigt, dass die neue Spezies hCATL-A3
in den untersuchten Geweben und Zellen dominiert und bis zu viermal so stark exprimiert ist als
die Varianten hCATL-A bzw. -A2. Im Verhaltnis der einzelnen Varianten untereinander war kein
Unterschied zwischen Nierentumorgewebe und normalem Nierengewebe sowie gegenuber
anderen Geweben zu finden. Daruber hinaus zeigte die Analyse der mRNA-Halbwertszeit
(Stabilitat) durch Northern Blot nach RNA-Synthesehemmung, dass die Formen hCATL-A und -
A3 keinen Unterschied in der mRNA-Stabilitat haben.

Die Analyse der Translationsrate der drei naturlich vorkommenden Spleissvarianten hCATL-A, -
A2 und -A3 bzw. des Einflusses ihrer 5°-UTRs auf die Translationseffizienz wurden sowohl in
vivo als auch in vitro durchgefiihrt. Durch einen in vitro Translationsassay mit Kaninchen
Retikulozytenlysat konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Translationsprodukte in der Grosse
der bekannten hCATL-Préproenzym entsprachen, sondern auch, dass die verschiedenen hCATL-
MRNAs in vitro mit unterschiedlicher Rate translatiert wurden. Dabei wurde die kirzeste
Spleissvariante (hCATL-A3) viel effizienter translatiert als die anderen beiden.

Die transiente Expression der HEK293- bzw. BHK21-Zellen mit drei vollstandigen hCATL-
cDNAs und die Bestimmung der hCATL-Expression mit dem hCATL-ELISA zeigte, dass dieser
Unterschied der Translationsrate in vivo signifikant und noch deutlicher war, als bei der in vitro
Translation. Dabei konnte die kirzeste Variante hCATL-A3 bis zu 3-fach effizienter translatiert
werden als die anderen beiden. Die hCATL-A und -A2 wiesen keinen Unterschied bei der
Translationsrate in vitro und in vivo auf. Dies kann darauf hinweisen, dass eine Sequenz, welche
in der 5"-UTR der hCATL-A3 mRNA fehlt, zu reduzierter Effizienz bei der Translation der
langeren Varianten hCATL-A und -A2 flhrt.

Um diese Aussage genauer zu uberprifen, wurden d2EGFP (destabilized enhanced green
fluorescent protein) Reportergen-Konstrukte mit verschiedenen 5-UTRs bzw. verschiedenen
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Teilen der 5-UTR hergestellt, und diese Konstrukte wurden in HEK293-Zellen transient
exprimiert. Dieser Reportergen Assay konnte bestétigen, dass im Bereich von Nukleotid 132-188
der hCATL-A und -A2 mRNA ein bislang unbekanntes cis-agierendes Element vorhanden sein
konnte, das die Translation negativ beeinflusst. Gewebe-/ Zell-spezifische Translationsfaktoren
kdnnten mit diesem Element interagieren und die gewebespezifische Expressionsregulation des
hCATL-Proteins in den Nierentumoren verursachen.



1. Einleitung

Bei Eukaryoten wird die Genexpression auf sehr vielfaltige Weise reguliert. Neben der
Regulation der Transkription ist die messenger RNA (mRNA) ein Schlisselmolekil fir eine
weitere Regulationsebene, die posttranskriptionelle Regulation. Spezifische Sequenzen der
MRNA, wie z.B. das AUUUA Sequenzmotiv, sind dafiir verantwortlich, wie schnell die mRNA
in der Zelle abgebaut wird (Jacobs et al., 1996; Linz et al., 1997); andere Sequenzmotive bzw.
Sekundérstrukturen kénnen bis zu einem gewissen Grad bestimmen wie effizient diese mMRNA
translatiert werden kann (Kozak, 1991; Paraskeva et al., 1999). Aus einem RNA-Vorlaufer
werden auch durch alternatives Spleissen verschiedene mRNA-Varianten entstehen, die bei der
Regulation der Genexpression wéhrend der Entwicklung unterschiedliche Rolle spielen (Lopez,
1998). Auch Spleissvarianten, die keinen Einfluss auf die Proteinstruktur haben, kénnen
unterschiedliche Nutzbarkeit oder Stabilitat der mRNA bestimmen, indem entweder verschiedene
5- bzw. 3"-UTR Sequenzen verwendet werden.

Da sich die vorgelegte experimentelle Arbeit mit der physiologischen Funktion verschiedener
MRNA-Spezies flr die lysosomale Cystein Protease Cathepsin L befasst, soll einleitend auf
einige Aspekte der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression eingegangen werden.

1.1.  Regulation der Genexpression durch Translationseffizienz

Verschiedene mRNA’s konnen mit unterschiedlicher Effizienz translatiert werden. Diese
Translationsrate kann durch cis-agierende Struktur-Elemente wie z.B. eine Haarnadelstruktur in
der 5°-UTR reguliert werden (Paraskeva et al., 1998). Die Wechselwirkung verschiedener cis-
agierender Struktur-Elemente mit Translationsfaktoren oder trans-agierenden Faktoren fiihren
dazu, dass die Gene, deren mMRNA’s solche Sequenzen besitzen, in bestimmten Geweben oder in
einer bestimmten Entwicklungsphase der Zelle zur Verfugung stehen (Jacobs et al., 1996;
Menotti et al., 1998).

Fur die meisten mRNA"s ist die Initiation eine limitierende Phase bei der Translation. Deshalb
héngt die Translationseffizienz meistens von der Initiationsrate ab. Die Effizienz der Translation
wird von verschiedenen Strukturen in der mRNA beeinflusst. Dazu zéhlen die Cap-Struktur, die
Lange der 5"-UTR, die Sekundarstruktur der 5"-UTR, stromaufwartsliegende Offene-Leserahmen
der 5°-UTR (upstream open reading frames-uORFs), Umgebung des Initiationscodons (Initiator)
und poly(A)-Schwanz.

1.1.1. ,Cap“-Struktur

Die Bedeutung der ,,Cap*“-Struktur fur die Translationsinitiation wurde sowohl in vitro als auch
in vivo gezeigt (Gallie, 1991; Preiss and Hentze, 1998). In Eukaryoten bestimmt die ,,Cap“-
Struktur (‘'mGpppN) die Qualitat und Quantitat des Translationsprodukts. Die ,,Cap“-Struktur
kann die Frequenz der Translationsinitiation an einer mRNA stark stimulieren und die 43S
ribosomale Untereinheit an das 5°-Ende der mRNA rekrutieren. Damit wird das richtige
Startcodon in der Ndhe vom 5"-Ende aufgefunden (Sachs et al., 1997).

1.1.2. Léange der 5°-UTR (Leadersequenz)

Es gibt zwar keine strenge Korrelation zwischen der Lénge der ”Leadersequenz” und der
Effizienz der Translationsinitiation, jedoch fiihrt eine extrem verkirzte ”Leadersequenz” zu
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drastisch  reduzierter  Translationseffizienz  (Kozak, 1991). Fir eine effiziente
Translationsinitiation ist eine minimale Distanz von 25 Nukleotiden zwischen der ,,Cap“-Struktur
und dem Initiator AUG (Startcodon) in Hefe notwendig. Bei einem zu geringen Abstand
zwischen der ,,Cap*“-Struktur und dem Startkodon AUG kann das Ribosom das AUG nicht mehr
erkennen (Yoon and Donahue, 1992).

1.1.3. Sekundare Struktur der 5°-UTR

MRNA"s ohne stark angepragte Sekundéarstruktur in der 5°-UTR kdnnen besser translatiert
werden als die mit einer solcher Sekundérstruktur. Eine ,,Haarnadelstruktur®, die sich in der N&he
der ,,Cap“-Struktur befindet, hat einen stérenden Effekt auf die Bindung der 43S ribosomalen
Untereinheit an das 5"-Ende der mRNA und kann deshalb die Translation hemmen. Eine weiter
stromabwartsliegende Haarnadelstruktur kann die Effizienz der Translations ebenfalls drastisch
reduzieren, da sie den ”scanning”-Prozess hemmt, namlich die Bewegung der 43S ribosomalen
Untereinheit entlang der 5"-UTR auf der Suche nach dem Startcodon (Pelleitier und Sonenberg,
1985; Goossen et al, 1990; Koloteva et al., 1997). In diesem Zusammenhang ist die translationale
Repression einiger mRNA"s durch das iron responsive element (IRE) und sein spezifisches
zytoplasmatisches Bindungsprotein, iron regulatory protein (IRP), sowohl in vivo (Theil, 1990;
Goossen et al., 1992; Menotti et al., 1998) als auch in vitro (Paraskeva et al., 1999) ausfuhrlich
untersucht worden. Die 5°-UTR der Ferritin-mRNA enthélt ein IRE-Sequenzmotiv von 35 Basen.
Dieses IRE bildet eine Haarnadelstruktur und bindet dort ein 87 kDa grosses IRP-Protein. In den
mRNA’s, die Proteine kodieren, welche bei einem hohen Niveau von Eisenionen in der Zelle
benotigt werden (wie z.B. die mRNA von Ferritin oder der mitochondrialen Aconitase), befindet
sich diese Sequenz in ihrer 5°-UTR. Bei niedriger Konzentration von Eisenionen hat das IRP eine
hohe Affinitdt zur Haarnadelstruktur des IRE-Sequenzmotivs und bindet alle mMRNA’s, deren
Translationsprodukte Eisenionen enthalten oder transportieren. Damit wird ihre Translation
blockiert, und es wird kein oder nur sehr wenig Protein synthetisiert. Wenn das Niveau an
Eisenionen steigt, verliert das IRP seine Affinitat zur IRE-Sequenz und kann nicht mehr daran
binden. Die mRNA’s (wie z.B. von Ferritin) werden effizient translatiert (Thomson et al., 1999).

Anders als die Sekundarstrukturen, die den ,scanning“-Prozel der Ribosomen bei der
Translation hemmen konnen, wirken Sekundarenstrukturen, welche als internal ribosomal entry
site (IRES) bezeichnet werden. IRES ist ein Sequenzmotiv in der 5-UTR und sein
Sekundarstruktur enthalt die Bindungsstelle fir die kleine ribosomale Untereinheit (43S). Damit
kann IRES die Translationsinitiation unabhdngig von der ,,Cap“ Struktur starten und die
Translationseffizienz der uORFs sehr stark erhohen (Macejak and Sarnow, 1991; Oumard et al.,
2000).

1.1.4. Stromaufwartsliegende Offene-Leserahmen (UORF)

Die 5-UTR einiger mRNA’s in eukaryotischen Zellen enthalten stromaufwaértsliegende
(upstream) Offene-Leserahmen (UORFs). Dem ”scanning”-Modell nach started die Translation
dieser mMRNA"s am ersten AUG des uORFs und wird dann am Stopcodon des uORFs terminiert.
Die Translation des Haupt-ORFs erfolgt dann nur im Fall einer re-initiation oder durch leaky
scanning” namlich bei Nicht-Erkennen des ersten AUGs durch das Ribosom. Ein “leaky
scanning” findet dann statt, wenn das AUG-Startcodon des UORFs zu dicht am 5" -Ende (zweites
AUG) der mRNA lokalisiert ist, um eine effiziente Initiation der Translation an diesem ersten
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AUG zu erlauben. Daraus geht hervor, dass ein uUORF einen starken hemmenden Effekt auf die
Translation des stromabwartsliegenden Haupt-ORF haben kann (McCarthy, 1998).

1.1.5. Umgebung des Initiationskodons (Initiator)

Fur die meisten eukaryotische mMRNA’"s beginnt die Translation am AUG, das in der Nahe von
5"-Ende liegt. Die umliegenden Nukleotide wirken hierbei an der Erkennung dieses AUGs mit. In
Séugerzellen ist die Konsensus-Sequenz GCCACCAUGG (Kozak-Sequenz) als das starkste
Signal fur die Translationsinitiation beschrieben worden (Kozak, 1987). Wenn in der Umgebung
die Kozak-Sequenz fehlt, Gberspringt das Ribosom das AUG und initiiert die Translation am
weiter stromabwaértsliegenden AUG entsprechend dem Modell des “leaky scanning” (Futterer
and Hohn, 1996; Kozak, 1999).

1.1.6. 3°-(OH) poly(A)-Schwanz

mMRNA"s mit poly(A)-Schwanz kénnen wesentlich effektiver translatiert werden als mRNA"s
ohne poly(A)-Schwanz. Eine noch deutlichere Stimulation der Translation erfolgt, wenn die
MRNA sowohl poly(A)-Schwanz als auch ,,Cap“-Struktur besitzt (lizuka et al., 1994; Preiss and
Hentze, 1998). Analysen in vitro und in vivo wiesen darauf hin, dass die poly(A)-Enden am
Prozess der Translationsinitiation beteiligt sind (Tarun and Sachs, 1996; Le et al., 1997). Der
poly(A)-Schwanz stimuliert die Rekrutierung der 43S Untereinheit an die mRNA durch die
Wechselwirkung des poly(A)-Bindungsproteins (PABP) mit eukaryotischem Initiationsfaktor 4G
(elF4G). Eine synergistische Wechselwirkung des poly(A)-Schwanzes mit der ,,Cap*-Struktur
bei der Translationsinitiation wurde vermutet, da die beiden das gemeinsame Zielprotein elF4G
binden kénnen (Jacobson et al., 1996; Sachs et al., 1997).

1.2. Regulation der Translation durch mRNA-Stabilitat

Die Expressionsrate eines eukaryotischen Genes hangt nicht nur von der Translationseffizienz der
MRNA ab, sondern wird auch durch die Abbaurate der mRNA in der Zelle bestimmt. Die
mRNA-Stabilitat (Halbwertszeit, turn-over) kann einen grossen Einfluss auf die Expression
individueller Gene in der Zelle haben, denn die Abbauraten verschiedener mRNA’s variieren sehr
stark mit bis zu 100 fachen Unterschieden in der biologischen Halbwertszeit von ~15 min (einige
Onkogene wie z.B. myc, fos) bis zu 24 Stunden (Beelman and Parker, 1995; Jacobson and Peltz,
1996). Die Regulation des mRNA-Abbaus ist somit ein wichtiger Mechanismus fur die
Regulation der Genexpression (Li et al., 1997; Wilson et al, 1997; Ing and Ott, 1999; Staton and
Leedman, 1998; Bourgeois et al., 1997).

In der 3"-UTR der meisten kurzlebigen mRNA’s sind héaufig spezifische AU-reiche Sequenzen
vorhanden, die eine mMRNA destabilisieren konnen. In diesem Zusammenhang sind Zytokine,
Lymphokine und Onkogene untersucht worden, deren mRNA-Stabilitat durch die Wirkung von
mRNA-Bindungsproteinen (RBP) reguliert werden, welche an das AU-reiche Sequenzmotiv in
der 3"-UTR binden (Laterza et al., 1997; Jacobs et al., 1996; Tang et al., 1997). Wenn dieses AU-
reiche Sequenzmotiv in andere 3"-UTR’s, wie z.B. in die Globulin-mRNA eingefiigt wird, die
normalerweise sehr stabil sind, werden diese MRNA’"s bis zu 30 mal schneller abgebaut (Shaw
and Kamen, 1986). Dariiber hinaus kénnen manche Hormone die Genexpression dadurch
beeinflussen, daR sie die Modifikation des RBPs induzieren und die Bindungsaffinitdt an die
MRNA andern (Staton and Leedman, 1998; Ing and Ott, 1999).



Einleitung 6

1.3.  Regulation der Translation durch mRNA-Spleissvarianten

Hé&ufig wird die Expression eines Gens durch ein sogenanntes alternatives Spleissen reguliert.
Dabei konnen verschiedene mRNA-Spleissvarianten aus einer einzigen RNA-Vorlaufer (Pra-
RNA) entstehen. Diese Varianten kdnnen sich sowohl in ihrer Translationseffizienz, in ihrer
Stabilitat als auch in ihrem Translationsprodukt unterscheiden. Alternatives Spleissen ist oft Zell-
und Gewebe-spezifisch. Hierdurch kann die biologische Wirkung eines Gens Zell- und Gewebe-
spezifisch stark variiert werden. Da sich die vorgelegte Arbeit mit Spleissvarianten der mRNA
fir das humanen Cathepsin L (hCATL) beschaftigt, soll im weiteren zunédchst naher auf den
Spleissvorgang eingegangen werden.

1.3.1. Kontrolle des Spleissens

Bevor eine mRNA vom Zellkern ins Zytosol transportiert wird, werden Introns prézis aus der
mRNA-Vorlaufer entfernt. Diese Aufgabe wird durch einen grossen Ribonucleoprotein-Komplex
ausgefuhrt, ndmlich das Spleissosom, das aus vier kleinen Ribonucleoprotein Partikeln (U1, U2,
U5 and U4/6 snRNPs) und zahlreichen anderen Proteinen besteht. Die snRNPs enthalten
wiederum funf kleine Kern-RNAs (U1, U2 U4, U5 und U6 snRNA, small nuclear RNA), die bis
zu 300 Nucleotide umfassen (Will and Lihrmann, 1997). Die mRNA-Vorlaufer enthalt
konservierte Intronsequenzen, an denen das Spleissosom und andere Spleissfaktoren binden und
die Spleissreaktion einleiten. Diese Konsensus-Sequenzen des Introns sind ein Octanukleotid an
der 5°-Spleissstelle und ein Polypyrimidinrest an der 3"-Spleissstelle sowie die
Verzweigungsstelle, die zwischen 20 und 50 Nucleotide stromaufwérts von der 3"-Spleissstelle
liegt (Moore et al., 1993; Burge et al., 1999).

Neben snRNP’s und konservierten Spleissstellen werden noch weitere Strukturkomponente fir
das konstitutive Spleissen bendtigt. Die spezifischen Sequenzen der Spleissstellen in hoheren
eukaryotischen mRNA-Vorlaufer’s sind nicht immer hoch konserviert. In ihrer Umgebung sind
haufig viele kryptische Spleissstellen vorhanden, die normalerweise nicht benutzt werden.
Daruiber hinaus besitzen viele mRNA-Vorldaufer alternative Spleissstellen, deren Erkennung
wéhrend der Regulation der Genexpression notwendig ist (Wang and Manley, 1997; Lopez,
1998).

Aus den obengenannten Griinden scheinen zusétzliche cis-agierende Struktur-Elemente und
trans-agierende Faktoren notwendig zu sein, um geeignete Paare von 5°- und 3"-Spleissstellen
prazis auszuwahlen. Tats&chlich sind viele exonische und intronische cis-agierende Sequenzen
identifiziert worden, die die Selektion der Spleissstellen sowohl in vivo als auch in vitro
beeinflussen kdnnen, darunter Spleiss-Enhancer (Coulter et al., 1997; Tian and Kole, 1995;
Schaal and Maniatis, 1999) und Spleiss-Silencer (Del Gatto and Breathnach, 1995; Staffa and
Cochrane, 1995; Carlo et al., 2000). Bisher ausfihrlich charakterisiert worden sind die
exonischen Spleiss-Enhancer (Adams et al., 1996; Hertel et al., 1997; Dominiski and Kole, 1994;
Tanaka et al., 1994; Watakabe et al., 1993; Cote, et al., 1999). Spleiss-Enhancer sind purinreiche
kurze RNA-Sequenzen. Sie befinden sich meistens innerhalb von Exons, die stromabwaérts einer
schwachen 3"-Spleissstelle liegen, und kdnnen ihre Wirkung Uber Entfernungen von bis zu 500
Nukleotiden ausuben (Selvakumar and Helfman, 1999; Bourgeois et al., 1999).

Spleiss-Enhancer werden meistens nicht durch snRNP’s, sondern durch eine andere Gruppe von
konsitutiven Spleissfaktoren erkannt. Diese werden SR-Proteine genannt, da sie eine spezifische
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Arginin-Serin-Dipeptid wiederholende Sequenz-Doméne (RS Domane) besitzen (Valcarcel and
Green, 1996; Manley and Tacke, 1996; Blencowe et al., 1999). Ein SR-Protein enthélt ein bis
zwei RNA-Erkennungsmotive am N-terminalen Teil und eine phosphorylierte RS-Domane in der
Carboxy-terminalen Region. Wichtige Mitglieder dieser Familie sind SF2/ASF (SRp30a),
SRp40, SRp55, SRp75, SRp20, 9G8 und SC35 (SRp30b). Wéhrend des Spleissens interagieren
SR-Proteine sowohl miteinander als auch mit snRNP-assoziierten Proteinen mittels der
phosphorylierten RS-Doméne (Wu and Maniatis, 1993; Kohtz et al., 1994; Xiao and Manley,
1998).

Die essenzielle Funktion der SR-Proteine ist, das Erkennungssignal einer schwachen Spleissstelle
zu verstarken, indem sie ein stromabwarts liegendes Exon-Spleiss-Enhancerelement binden.
SF2/ASF interagiert zun&chst mit der mMRNA-Vorldufer und rekrutiert die U1-snRNP auf der 5°-
Spleisstelle, um den Pré-Spleissosom-Komplex zu bilden (Staknis and Reed, 1994; Kohtz, et al.,
1994). Wahrend der Entstehung des reifen Spleissosom-Komplexes wird eine Briicke Uber Exons
und Introns gebildet. Dabei interagieren die SR-Proteine sehr wahrscheinlich mit dem an die 5°-
Spleissstelle gebundenen U1-snRNP und dem an die 3"-Spleisstelle gebundenen U2AF Faktor.
Bei in vitro Assays bendtigt der katalytische Schritt des Spleissens verschiedene SR-Proteine,
deren Abwesenheit die Bildung des Spleissosoms blockiert (Zahler et al., 1992).

1.3.3. Alternatives Spleissen

Alternatives Spleissen der mRNA-Vorlaufer ist weit verbreitet und kommt in verschiedenen
Genen und Geweben von vielen Organismen vor. Durch alternatives Spleissen kann die
Genexpression verschiedenartig zellspezifisch reguliert werden: erstens durch die Produktion von
funktionellen oder nicht-funktionellen Proteine (Snyder et al., 1999; Kotera et al., 1999; Kone
and Higham, 1998); zweitens durch die Gestaltung mehrerer Proteinisoformen (Keppler and
Sloane, 1996; Kawahara et al., 2000; Strehler and Zacharias, 2001); drittens durch verschiedene
mRNA-Isoformen mit verschiedenen nicht-translatierten Regionen, die auf die Translation
unterschiedlichen Einfluss haben kénnen (Mariottini et al., 1999; Djali et al., 1998); viertens
durch die zellspezifische Expression verschiedener Proteine, die durch ein Gen kodiert werden.

Alternatives Spleissen findet meistens nur an einem von beiden Enden des Introns statt. Dabei
wird die nahe liegende alternativ gespleisste Stelle als ,,proximal® und die weit entfernt liegende
alternative Spleissstelle als ,,distal* bezeichnet.

SR-Proteine spielen neben dem konstitutiven Spleissen auch beim alternativen Spleissen eine
wichtige Rolle (Manley and Tacke, 1996; Bourgeois et al., 1999). SF2/ASF begiinstigt die Wahl
einer proximalen 5°-Spleisstelle bei hoherer Konzentration und bevorzugt eine distale 5°-
Spleisstelle bei niedriger Konzentration (Eperon et al., 2000; Cote et al., 1999). Beim alternativen
Spleissen an der 3"-Spleissstelle begunstigt SF2/ASF ebenfalls eine proximale.

Die hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) gehéren zu einer anderen Gruppe von
Spleissfaktoren, die auch als alternative Spleissfaktoren bezeichnet werden (Dreyfuss et al.,
1993), und umfassen hnRNP Al, B, C, K usw. Anders als SF2/ASF und SC35 kann hnRNP Al
bei hoherer Konzentration oder transienter Uberexpression die Selektion der proximalen 5'-
Spleissstellen hemmen und die Selektion der distalen 5 -Spleissstellen begunstigen (Bai et al.,
1999). hnRNP A1l kann &hnliche und verborgene Spleissstellen mit hoherer Affinitat binden und
antagonistisch zu den SR-Proteine wirken (Burd und Dreyfuss, 1994; Caceres und Krainer, 1997;
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van Oordt et al., 2000). Dabei reduziert hnRNP Al die Affinitat der U1-snRNP fir die proximale
5"-Spleisstelle und begtinstigt die Bindung an der distalen 5°-Spleissstelle.

Solche antagonistische Effekte zwischen hnRNP A/B-Proteinen und SR-Proteinen koénnen als
wichtige Mechanismen in der Zelle dienen, um das alternative Spleissen zu regulieren. Auf diese
Weise konnen einzelne Kombinationen dieser Proteine, manchmal auch im Zusammenwirken mit
anderen genspezifischen Regulatoren, das alternative Spleissen in verschiedene Geweben in
einzelnen Entwicklungsphasen oder besonderen metabolischen Stadien der Zelle regulieren.

1.3.4 Regulation der Genexpression durch Spleissvarianten

Verschiedene alternative Spleissvarianten, die nach den oben beschriebenen Mechanismen
entstehen, konnen mit unterschiedlicher Rate translatiert werden, unterschiedliche Stabilitét
aufweisen oder verschiedene verkiirzte (truncated) Proteinformen bilden, die wiederum
unterschiedliche Funktionen zeigen (Svineng et al., 1998). Bestimmte Spleissvarianten kénnen
auch durch den Transkriptionsstart an alternativen Promotoren und nachfolgendem konstutivem
Spleissen entstehen (Brewer et al., 1999; Huang et al., 1999). Die meisten Spleissvarianten
stammen jedoch aus einer mRNA-Vorlaufer und zwar durch Spleissen mittels Wechselwirkung
zwischen den cis-agierenden Elementen (Spleiss-Enhancer) und den trans-agierenden Faktoren
(wie snRNP’s und SR-Proteine) sowie den antagonistischen Spleissfaktoren (wie hnRNP’s).
Spleissvarianten besitzen eine grosse Bedeutung bei der Regulation der Genexpression. Sie sind
nicht nur in den Zellen und Geweben variabel verteilt (Kraaij et al., 1998; Kone and Higham,
1998), sondern kommen auch manchmal nur in bestimmten Entwicklungsphasen vor (Wada et
al., 1998; Kawahara et al., 2000). Manche Spleissvarianten unterscheiden sich in der 5 -UTR,
deren cis-agierende Struktur-Elemente die Translationseffizienz durch die Wechselwirkung mit
verschiedenen Faktoren entweder positiv oder negativ beeinflussen (Mariottini et al., 1999;
Brewer et al., 1999; Thiele et al., 1999; Djali et al., 1998). Andere variieren durch stromaufwérts
liegende offene Leserahmen (UORFs), die sowohl die Translationseffizienz als auch die mMRNA-
Stabilitat negativ beeinflussen kdnnen (Ban et al., 1998; Mariottini et al., 1999) (siehe Punkt
1.2.1-1.3.3).

Manche Spleissvarianten haben verschiedene 3°-UTR, deren Strukturelemente haufig
unterschiedliche Wirkung auf die mRNA-Stabilitat ausuben (Wilson et al., 1999; Wardrop and
Richardson, 1999).

Nicht selten kodieren die Spleissvarianten verschiedene Isoformen eines Proteins, z.B. die
“truncated” Formen, die entweder funktionell dhnlich (Snyder et al., 1999) oder unterschiedlich
sein konnen (Kotera et al., 1999; Kraaij et al., 1998; Nikolic et al., 1998; Kone and Higham,
1998). Zudem kann eine unterschiedliche Adressierung erfolgen (Prinz et al., 1998; Norvell et al.,
1999).

1.4.  Zielsetzung und Problemstellung

Tumorzellen bendtigen fir die Metastasierung und Invasion die Proteasen, die die basale
Membran und extrazellulare Matrix effektiv abbauen konnen. Fir diese Aufgabe kommen
sowohl lysosomale Proteasen als auch Matrix-Metallo-Proteasen (MMPs) und Urokinase in
Frage. Uber Cathepsin B, L und D als prognostische Tumormarker ist haufig berichtet worden.
Die Regulation der Expression dieser Proteasenfamilie ist ein wichtiger Mechanismus, der den
Prozess der Metastasierung und Gewebe-Invasion entscheidend reguliert.
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Das Mildverhéltnis zwischen einer mRNA und ihrem Translationsprodukt in einer Tumorzelle
gegeniiber normalen Zellen kann das Ergebnis einer spezifischen Translationsregulation sein.
Wie aus der hier dargelegten kurzen Zusammenfassung entnommen werden kann, sind die
Mechanismen der posttranskriptionellen Kontrolle ein Objekt zahlreicher Untersuchungen
wéhrend der letzten Jahre geworden. Aufgrund der vielfaltigen wirksamen Mechanismen ist
jedoch erforderlich, den spezifischen Regulationstyp einzelner Gene aufzukldren. Durch die
posttranskriptionelle Regulation kénnen nicht nur verschiedene mMRNA’"s mit verschiedener Rate
translatiert werden. Die Verhaltnisse zwischen mRNA und entsprechendem Protein kdnnen
zudem in verschiedenen Zustanden und Entwicklungsphasen der Zelle und Gewebe voneinander
vollkommen unterschiedlich vorkommen. Dies muss im Ubrigen auch bei der Analyse von
Expressionsmustern mittels cDNA-Arrays beriicksichtigt werden.

In den meisten malignen Tumoren ist eine erhohte mMRNA-Expression des hCATL im Vergleich
zu den entsprechenden normalen Geweben nachgewiesen worden (Chauhan et al., 1991). Uber
eine entsprechend erhéhte Aktivitdit des hCATL ist bei Brustkrebs, malignem Gliom,
Osteosarkom, Prostatatumor, Kolonkarzinom, gastrischnem Adenokarzinom, Leber- und
Lungenkarzinom berichtet worden (Thomssen et al., 1995; Sivaparvathi et al., 1996; Park et al.,
1996; Friedrich et al., 1999; Herszenyi et al., 1999; Harbeck et al., 2000; Russo et al., 2000;
Foekens et al. 1998, Hantschmann et al., 1998; Thomssen et al. 1998; Lah et al. 2000). Ferner
wurde eine erhohte Sekretion des Procathepsin L induziert, indem NIH3T3-Fibroblasten durch
Kirsten-Virus transformiert wurden (Gal et al., 1985).

Im Gegensatz zu diesen Befunden ist ein signifikant erniedrigter hCATL-Spiegel in malignen
Karzinomen von Niere und Lunge gegeniiber gesundem Organgewebe gemessen worden
(Kirschke et al., 1997). Diese Diskrepanz ist bisher noch nicht aufgeklart worden. Bisherige
Kenntnisse wiesen darauf hin, daR das Gen des hCATL als einzelne Kopie im Genom vorhanden
und auf Position q21-22 des Chromosom 9 lokalisiert ist. Der kodierende ORF des hCATL-Gens
besteht aus 8 Exons und 7 Introns (Chauhan et al., 1993).

Zwei verschiedene hCATL-mRNA’s, die als hCATL-A und -B bezeichnet wurden, unterscheiden
sich nur in der 5-UTR (Troen et al., 1988; Joseph et al., 1988). Wahrend die 5"-UTR von
hCATL-A mRNA dem Exon 1 (278 nt) entspricht, stammt die 5"-UTR von hCATL-B mRNA
nicht aus Exon 1, sondern nur aus einem Teil des Intron 1 (188 nt). Zwei weitere MRNA-Spezies
des hCATL-A wurden durch RT-PCR nachgewiesen, die als alternative Spleissvarianten hCATL-
Al und -A2 bezeichnet wurden (Rescheleit et al., 1996). Diese Spezies unterscheiden sich am 3"-
Ende des Exon 1. Im Vergleich zur hCATL-A mRNA ist das Exon 1 fiir die beiden mRNA’s von
278 nt auf jeweils 253 und 188 nt verkiirzt.

In der vorliegenden Arbeit soll der Schwerpunkt auf die 5-UTR des hCATL gelegt werden, die
normalerweise eine grosse Bedeutung fir die Translatierbarkeit der mRNA hat. Bisher gibt es
noch keine Untersuchungen uber die Funktion und uUber die Verteilung der hCATL-
Spleissvarianten in verschiedenen Geweben. Aus diesem Grund und zur Erklarung des
eigentimlichen Befund eines erniedrigten Cat. L-Spiegels in Nierentumoren bei erhohter mRNA-
Konzentration sollen in dieser Arbeit folgende Punkte untersucht werden:

- ob die bisher beschriebenen Spleissvarianten der hCATL-mRNA in Geweben in vivo
tatsachlich nachgewiesen werden konnen,
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ob die hCATL-Spleissvarianten unterschiedlich stabil sind,
wie die Verhaltnis der hCATL-Spleissvarianten in Tumor- und Normalgewebe ist,

ob die hCATL-Spleissvarianten unterschiedliche Translationsrate bzw. Translationseffizienz
aufweisen.
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2. Material
2.1. Biologisches Material
2.1.1. Bakterienstamme

Die E.coli Stdamme TOP 10 und TOP10F wurden von Invitrogen bezogen und fiir die Klonierung
verwendet.

2.1.2. Tierische Zellen

Die HEK293-Zellen (etabilierte humane embryonale Nieren-Zelllinie) und NIH3T3-Zellen
(Maus Fibroblasten) wurden mir im Institut fir Biochemie 1, Jena zur Verfligung gestellt. Die
A498-Zellen (etabilierte humane Nierentumor Zelllinie) und BHK21-Zellen (etabilierte
Babyhamster Nieren-Zelllinie) wurden von DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH) bezogen.

2.1.3. Humane Gewebe und Blutzellen

Verschiedene humane Gewebe bzw. Biopsien wurden aus folgenden Kliniken der FSU Jena
erhalten: normales Nierengewebe, peripheres und zentrales Nierentumorgewebe von Oberarzt Dr.
Schlichter, Poliklinik fur Urologie; normales Brustgewebe und Brusttumorgewebe sowie
Plazenta von Prof. Dirst, Frauenklinik; entzindliches Hautgewebe von Prof. Wollina,
Hautklinik; Magen- und Duodenum-Biopsien von Prof. Bossekert, Klinik fur Innere Medizin I,
heparinisiertes Blut von Frau Oberérztin Dr. Horn in der Abteilung fir Bluttransfusion. Die
Gewebe wurden histologisch klassifiziert und in fliissigem Stickstoff eingefroren, anschlielend
bei -80°C gelagert.

2.1.4. Enzyme, Kits und Transfektionsmittel

M-MLV-Reverse-Transkriptase, Tag-DNA-Polymerase, T4-Polynukleotid-Kinase, T4-DNA-
Ligase, Terminal-nukleotidyl-Transferase sowie Restriktionsendonukleasen wurden von Gibco
BRL bezogen. Pfu-DNA-Polymerase stammte von Stratagene. SequiTherm™Long-Read™Cycle
Sequenzierungs-Kit wurde von Epicentre Technologies bezogen. Ribo-Quant in vitro
Transcription Kit und RNAse Protection Assay Kit stammten von Pharmingen. TNT® Coupled
Rabbit Reticulocyte Lysate wurde von Promega bezogen.

TOPO-TA-Cloning Kit stammte von Invitrogen. QlAprep Spin Miniprep Kit (250), Qiagen
Plasmid Maxi Kit und QIAEXII Gel Extraction Kit sowie Transfektionsmittel SuperFect wurden
von Qiagen bezogen. Transfektionsmittel DOTAP und Fugiene-6 stammten von Roche.

2.1.5. Nukleinsauren

Oligonukleotide wurden sowohl von Herrn Dr. Birch-Hirschfeld , Institut fir Virologie der FSU
Jena als auch von der Firma Jena-Bioscience erworben. Die Fluoreszenz-markierten
Oligonukleotide fiir Sequenzierungen wurden von MWG-Biotech bezogen.
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Der pCR 2.1 TOPO-Vektor und der eukaryotische Expressionsvektor pcDNA3.1 stammten von
Invitrogen. Die Expressionsvektoren pEGFP-N3 und pd2EGFP-N1 fur das Reportergen GFP
(green fluorescent protein) wurden von Clontech bezogen.

2.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Samtliche verwendeten Chemikalien wurden in p.a. Form bzw. dem hdochsten erhaltlichen
Reinheitsgrad eingesetzt. Neben den Standardchemikalien wurden nach Bezugsquellen geordnet,
verwendet :

Aldrich Chemicals (Sigma): 5,6- chloro-1-B3-D-ribofuranosylbenzimidazole (DRB); Actinomycin
D. Hartmann Analytics, Mannheim: [alpha- **P] dCTP 3000Ci/mmol; [alpha- **P] UTP
3000Ci/mmol; [gamma-**P] ATP 3000Ci/mmol; [alpha-**S] Methionin 3000Ci/mmol.

2.3. Gerate

Neben Standardlaborgerdten wurden verwendet: LS-50B Luminescence-Spektrometer (Perkin
Elmer); Thermocycler PTC-100 (MJ Research Inc.); LI-COR 4000L Sequencer (MWG-Biotech);
Ultraschall-Desintegrator, Bandelin-Sonoplus HD70 (Bandelin Electronic);
Ausschwingzentrifuge Hettich Rotanta TR (Hettich, Tuttlingen).
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3. Methoden
3.1. Arbeiten mit tierischen kulturvierten Zellen
3.1.1. Zellkultur

Die HEK?293 (transformierte humane embryonale Nierenzelllinie) bzw. die A498 (etabiliertes
humanes Nierenzellkarzinom) -Zellen wurden in 25 cm? Zellkulturflaschen im Brutschrank bei
37°C und 7.5 % igem CO, geziichtet. Als Medium diente DMEM (Dulbecco’s modified Eagles”
Medium), dem 10 % hitzeinaktiviertes FKS (fotales Kalbeserum) und 50ug/ml Gentamycin
zugesetzt wurde. Das rasche Wachstum erforderte eine Umsetzung der Zellen aller 3-5 Tage.
Dabei wurden die Zellen mit Trypsin abgel6st und in einer Verdinnung von 1:3 bis 1:6 neu
ausgesat.

Die BHK21-Zellen wurden ebenfalls unter fast gleichen Bedingungen wie die HEK293-Zellen
gezuchtet. Als Medium diente MEM (Minimal Essential Medium mit Earle’s Salzen und L-
Glutamin), mit dem die Zellen im Brutschrank bei 5 % igem CO, geziichtet werden sollen.
Andere Tumorzellinen wie z.B. die 97TM1, 103H, HP29, HepG2, MDA-MB3, HelLa, usw., die
zum Zweck der RNA-Gewinnung verwendet wurden, wurden mir von anderen Kollegen
uberlassen. Diese Zellen wurden ebenfalls mit DMEM bzw. MEM Kkultiviert.

3.1.2. Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen aus einer 25 cm? Kulturflasche mit Trypsin abgeldst, mit 5 ml
Kulturmedium verdinnt, 5 min bei 800 g in einer Ausschwingzentrifuge (Hettich Universal
30RF) gesammelt und in 2 ml FKS/10% DMSO (Dimethylsulfoxid) resuspendiert. Die Aliquots
wurden dann langsam bei -80°C eingefroren und ungeféhr 24 h spater in flissigen Stickstoff zur
endgultigen Lagerung transferiert. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Das flr die
Zellen toxische DMSO wurde durch rasches Verdinnen mit Kulturmedium und anschliessender
Zentrifugation bei 800 g entfernt. Je nach Dauer der Lagerung tberlebten 50-80 % der Zellen, die
in DMEM bzw. MEM mit 10% FKS schnell ihre normale Wachstumsgeschwindigkeit erreichten.

3.2.  Arbeiten mit E. coli
3.2.1. Zuchten von Bakterien in Flussigkultur

Zur Aufzucht der Escherichia coli Staimme TOP10F wurde steriles LB-Medium (Luria-Broth)
verwendet. Wenn die Bakterien mit dem pCR2.1 TOPO-Vektor oder mit den pcDNA3.1(+)
abgeleiteten Vektoren transformiert waren, wurde dem Medium zusétzlich 50 mg/l Ampicillin
zugegeben. Mit dem pd2EGFP-N1 Vektor transformierte Bakterien wurden in LB-Medium mit
50 mg/l Kanamycin gezichtet. Alle Flissigkulturen wurden bei 37°C im Bakterienschuttler
gehalten.

3.2.2. Zichten von Bakterien auf Agarplatten

Das LB-Medium mit 15 g/l Agar wurde autoklaviert, auf 50°C abgekihlt, entsprechende
Antibiotika zugesetzt, in Petrischalen gegossen und unter sterilen Bedingungen abgekihlt. Die
Platten wurden mit Transformationsansatz angeimpft und verkehrt herum im
Bakterienbrutschrank bei 37°C inkubiert.
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3.2.3. Transformation von kompetenten E. coli Stdmmen (Ausubel et al., 1994)

Aliquots von 50 pl transformationskompetente E. coli Stimme TOP10F wurden auf Eis aufgetaut
und mit 2 pl Mercaptoethanol vermischt. Nach 5 Minuten wurde 1-2 pl Ligationsansétze
zugesetzt und 15 min bei 0°C weiter inkubiert. Nach dem Hitzeschock von 1 min bei 42°C
wurden die Bakterien mit 250 pul SOC-Medium (2% Tryptone, 0.5% Hefe-extrakt, 10 mM NacCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgCI, 10 mM MgSo,, 20 mM Glucose) versetzt und fir 30 min bei 37°C
im Brutschrank geschuttelt. Diese Vorkultur wurde dann auf den vorgewérmten LB-Agarplatten
mit dem entsprechenden Antibiotikum (Kanamycin bzw. Ampicillin) ausgestrichen und Uber
Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die positiven Klone wurden auf entsprechende
Antibiotikaresistenz selektioniert und amplifiziert.

3.3.  Isolierung der RNA und DNA
3.3.1. Isolierung der Gesamt-RNA aus humanem Gewebsmaterial

Das Gewebe (50-200 mg) wurde erst vom minus 80°C Tiefkihlschrank zum flussigen Stickstoff
verlegt. Zellaufschluss des Gewebes erfolgte mit Hilfe eines Morsers unter standiger Abkihlung
mit Stickstoff. Das pulverisierte Gewebe wurde mit Trizol-Reagenz (Gibco BRL) in
Glassrérchen aufgenommen und mit einem Gewebehomogenisator jeweils 20-30 Sekunden
homogenisiert. Das Homogenat wurde in ein 2 ml-Eppendorf-Rohrchen transferiert und weiter
nach Angaben des Herstellers aufgearbeitet. Die RNA-L6sung wurde anschliessend in 75 %
Ethanol und 0.3 M Natriumacetat, pH 5 gelagert. Das entspricht einem Gemisch von 50 pl
Gesamt-RNA Losung in Wasser mit 250 pl 100 % Ethanol und 33 pl 3 M Natriumacetat. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde 5 pl Aliquot der obengenannten RNA-Lagerldsung mit
DEPC-Wasser (DEPC: Diethylpyrocarbonat) 1:20 verdinnt und die Lichtabsorbanz bei 260 nm
am Photometer gemessen.

3.3.2. Isolierung der Gesamt-RNA aus Blutzellen

Um die RNA aus allen Blutzellen zu isolieren, wurde 20 ml heparinisiertes frisches Blut mit
dreifachem Volumen Erythrozyten-Lysispuffer (1 mM Ammonium Hydrocarbonat und 150 mM
Ammonium Chlorid) versetzt. Nach einer Zentrifugation von 15 min bei 800 g und 20°C wurde
der Uberstand verworfen und das Zellpellet (Leukozyten) zweimal mit 10 ml gleichem
Lysispuffer gewaschen. Anschliessend wurde das Leukozytenpellet mit Trizol-Reagenz fir die
Extrahierung von Gesamt-Blut RNA aufgearbeitet wie im Punkt 3.3.1 beschrieben.

Um die RNA fur Lymphozyten und Makrophagen getrennt zu isolieren, wurden 30 ml
heparinisiertes Blut mit gleichem Volumen Serum-freiem RPMI-Medium versetzt. 3 ml
Lymphoprep (Nycomid Pharma AS, Oslo) wurde in 15 ml-Réhrchen (Greiner) vorgelegt und 5
ml des Blut-Medium-Gemisches tropfenweise an der Wand herunterlaufend zugegeben. Nach
einer Zentrifugation von 15 min bei 800 g und Raumtemperatur wurde die obere Phase verworfen
und die mittlere Phase (Lymphozyten) in zwei neuen Réhrchen gesammelt. Die Zellen wurden
fir 10 min bei 800 g abzentrifugiert und zweimal mit Serum-freiem Medium gewaschen. Das
Zellpellet wurde in Medium mit 10 % FKS resuspendiert, jeweils 2x 10° Zellen in einer 60 cm?
Kulturflaschen ausgesat und im CO,-Brutschrank kultiviert. Nach 3-4 Stunden wurde das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellen im Medium (hauptséchlich B- und T-Zellen) durch
Zentrifugation gefallt und fur die RNA-Extraktion geerntet. Die an der Petrischale angehafteten
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Zellen (B-Zellen und Makrophagen) wurden zweimal mit PBS (phosphate buffered saline)
gewaschen und fir die RNA-Extrahierung in der Flasche geerntet.

3.3.3. Isolierung von Gesamt-RNA aus adherenten Kulturzellen

Fur RNA-Isolierung wurden die Zellen bei ungefdhr 90% Konfluenz geerntet. Das Medium
wurde abgesaugt und die Zellschicht wurde einmal mit gleichem Volumen gewaschen. Zum
Zellaufschluss wurde 1 ml Trizol-Reagenz per 25 cm?-Flache zugegeben. Die nachfolgenden
Schritte waren gleich denen der Gesamt-RNA-Préparation aus dem Gewebe (siehe Punkt 3.3.1.)

3.3.4. Isolierung der Plasmid DNA aus transformierten E.coli

Fur die Isolierung Kkleinerer Plasmid-DNA Mengen fur Klonierungsexperimente und
Restriktionsanalysen wurden verschiedene “Miniprep Kit”s von Qiagen bzw. Macherey-Nagel
verwendet. Die Bakterien wurden durch alkalische Lyse (Birnboim und Doly, 1979)
aufgeschlossen und die Plasmid-DNA (ber die Bindung an Sédulen-Material gereinigt. Dabei
wurde die Vorschrift des Herstellers befolgt. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde meistens nicht
mit Puffer sondern direkt mit Wasser eluiert, wenn die Plasmidldsung in grossen Volumen fir
einen Restriktionsverdau eingesetzt werden musste.

Fur die Gewinnung von Endotoxin-freien und grosseren Plasmid-DNA Mengen fir die
Expression in Saugetierezellen wurde ein "EndoFreeTM Plasmid Maxi Kit” (Qiagen) verwendet.

3.3.5. Reinigung der DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente, die fur Klonierungszwecke verwendet wurden, wurden aus den Agarosegelen
mit Hilfe des "QIAEX II” (Qiagen) isoliert, oder Uber Glasswolle gereinigt. Beim "QIAEX II”
Kit war die Ausbeute meistens so gering, dass die DNA-Menge manchmal nicht ausreichte. Bei
der Reinigung durch Glasswolle wurde ein 2 ml-Réhrchen (Eppendorf) am Boden durchstochen
und die Halfte des Rohrchens mit Glasswolle gefullt. Das Rohrchen wurde auf ein anderes
intaktes Rohrchen gesteckt, so dass es wie ein “Spinsdule” aussah. Das aus dem Agarosegel
geschnittenen DNA-Fragment wurde auf die Glaswolle gelegt und 1 min bei 12,000 g
abzentrifugiert. Die abzentrifugierte Flussigkeit aus dem Agarosegel wurde mit zweifachem
Volumen eiskaltem Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat versetzt und 15 min bei
20,000 g und 4°C abzentrifugiert. Nach dem Waschen mit 75 % Ethanol wurde das Pellet mit
destilliertem Wasser aufgeldst. Durch diese Methode konnte gewonnene 10-20 mal mehr DNA
gewonnen werden als durch kommerziell erhaltliche Kits.

3.3.6. Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration reiner RNA und DNA (ohne Verunreinigung mit Protein oder andere
Nukleinsauren) wurde im Photometer (Pharmacia Biotech) bestimmt. Dabei wurde die
Bedienungsanleitung des Gerats gefolgt.

3.4. Analyse der Gesamt-RNA durch Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)

3.4.1. Synthese der cDNA
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2 Mg Gesamt-RNA wurde in einem 10 pl Ansatz zu cDNA revers transkribiert. Fir die
eingesetzten Mengen der bendtigten Reagenzen wie Oligo (dT)is, Dithiothreitol, RNAse-
Inhibitor und M-MLV Reverse-Transkriptase (Gibco BRL) wurden entweder Standard Protokolle
verwendet (Ausubel et al., 1994) oder der VVorschrift des Herstellers (Gibco BRL) gefolgt.

3.4.2. Standard PCR

Die Amplifizierung der cDNA mit Tag-DNA-Polymerase erfolgte im Wesentlichen nach
Standard Protokollen (Ausubel et al., 1994), und die Modifizierungen dazu wurden in den
einzelnen Beschreibungen angegeben. Um die Genauigkeit der PCR bei der Klonierung zu
erhéhen, wurde die Pfu-DNA-Polymerase benutzt. Die optimale Annealingtemperatur wurde mit
einem Computerprogram (Boehringer Mannheim) berechnet.

3.4.3. RT-PCR zur Gewebeverteilung der hCATL-Transkripte

Hier dienten die cDNAs aus verschiedenen humanen Geweben und Zellen als Template. Um die
Gewebeverteilung von 5°-UTR-Spleissvarianten zu untersuchen, wurde ein sense Primer am 5-
Ende des Exon I, ndmlich ab der Nukleotidstelle 13 in Exon 1, und ein antisense Primer aus dem
Exon 1V des hCATL verwendet. Die Sequenz und Lage des sense bzw. antisense Primers werden
in Abb. 4A (Ergebnisse) gezeigt. Sonstige Parameter waren wie in der folgenden Tabelle
dargestellt.

PCR- Ansatz:
eingesetzte cDNA Menge 1-2 ul

Parameter des PCR Programs  Denaturierung: 94°C, 20 sec; Annealing: 58°C, 20 sec;
Polymerisierung: 72°C, 30 sec; Zahl der Zyklen: 28

Enzym Tag-DNA-Polymerase

3.44. RACE-PCR

Da die bisher beschriebenen Transkripte der hCATL-mRNA noch nicht mit den Methoden
untersucht wurden, mit denen das 5°-Ende bzw. das 3"-Ende der mRNA nachgewiesen wird,
wurde hier mit 5”- bzw. 3"-RACE-PCR (RACE: rapid amplification of cDNA ends) versucht, die
beiden Enden der mRNA zu Uberprifen.

3.4.4.1. 5-RACE-PCR

Fur diesen Ansatz wurden drei genspezifische antisense Primer (spl-3, siehe unten) ausgewahlt,
welche jeweils an den verschiedenen Stellen des Exon 2 vom hCATL-Gen beginnen (siehe auch
Abb. 2A, Ergebnisse). Dabei wurde ein 5 -RACE-System (Gibco BRL) verwendet und
ausschliesslich den von den Herstellern empfohlenen Vorschriften gefolgt. Die Besonderheit des
Systems ist, dass das 5-Ende der cDNA nach der “Tailing”’-Reaktion in Gegenwart von
Terminal-deoxynucleotidyl-Transferase einen poly(C)-Schwanz bekommt, der eine PCR-
Amplifizierung mit den sogenannten ,,Abridged Universal Amplification Primer* (AUAP) und
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»,universal Amplification Primer* (UAP) bei hoherer Annealing-Temperatur in den
nachfolgenden Schritte ermdglicht. Gesamt-RNA diente aus einem Nierentumorgewebe als
Template. Die Sequenz und Lage der Gen-spezifischen Primern werden in Abb. 2A (Ergebnisse)
gezeigt.

Abridged Universal Amplification Primer 5- GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG

(AUAP) GGI IGG GII GGG 1IG- 3
Universal Amplification Primer (UAP) 5-GGC CACGCG TCG ACT AGTAC-3
3.44.2. 3-RACE-PCR

Um eine Variation am 3"Ende der hCATL-mRNA zu detektieren, wurde eine 3"-RACE-PCR
durchgefiihrt. Dazu wurde zwei Gen-spezifische Primer (gspl-2, siehe unten) entworfen. Diese
lagen jeweils in der sense Richtung im Exon 4 bzw. Exon 5 vom hCATL-Gen (siehe auch Abb.
3A, Ergebnisse). Dazu wurde ein ”Oligo (dT)- Anchor Primer” (siehe unten) in der cDNA
Synthese eingesetzt. Die cDNA konnte dann mit einem "PCR Anchor Primer” (siehe unten) in
der nachfolgenden PCR mit gspl und der nested- PCR mit gsp2 amplifiziert werden. Gesamt-
RNA aus einem Nierentumorgewebe diente als Template. Die Sequenz und Lage der Gen-
spezifischen Primern wurden in Abb. 3A (Ergebnisse) gezeigt.

Oligo (dT)-Anchor-Primer 5 GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTT
[TTTTTTTTTTTV-3
PCR-Anchor-Primer 5-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3’

3.4.5. PCR-gekoppelte Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA erfolgte nach dem Kettenabbruchverfahren mit
Dideoxynukleotiden (Sanger et. al., 1977) und einem Zyklus-Sequenzierungsprotokoll fiir PCR.
Dabei wurden die Fluoreszenz-markierten Sequenzierungsprimer von MWG-Biotech und die
SequiTherm EXEL™ 11 DNA Sequencing Kit-LC von Epicentre Technologies eingesetzt und
den von dem Hersteller empfohlenen Vorschriften gefolgt.

3.5.  Kilonierung von vollstandigen hCATL-cDNAs

Um die vollstandige Sequenz der hCATL-Transkripte zu analysieren und die cDNAs
anschliessend in Kulturzellen zu exprimieren, wurden die hCATL-mRNA als PCR-Produkt
einkloniert und anschliessend in die entsprechende  Expressionsvektoren  bzw.
Reportergenvektoren umkloniert.

Um die samtlichen Transkripte der hCATL-mRNA zu klonieren, wurde nach den Sequenzdaten
des hCATL-Gens aus der Genbank (Chauhan et al., 1991) ein Primerpaar ausgewéhlt. Dabei lag
der sense Primer am 5°-Ende des Exon 1 und antisense Primer am 3"-Ende des Exon 8. Sonstige
Parameter waren wie in der folgenden Tabelle dargestellt.
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PCR- Ansatz:

eingesetzte cDNA 1l

sense Oligonukleotid 5- AGAACCGCGACCTCCGCAAC -3

antisense Oligonukleotid 5:-CATTTTATTTAAACAGGTAAAAATTTATACATCC-

3

Parameter des PCR-Programs  Denaturierung: 94°C, 20 sec; Annealing: 58°C, 20 sec;
Polymerisierung: 72°C, 3 min; Zahl der Zyklen: 28

Enzym Tag- und Pfu-DNA-Polymerase in einem Verhaltnis von 1:5

Mit diesem Primerpaar wurde zunéchst eine cDNA aus malignen Nierentumorgewebe durch PCR
in Gegenwart von Pfu-DNA-Polymerase (Stratagene) amplifiziert. Dann wurde das PCR-Produkt
in den pCR 2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen) ligiert. Diese Ligation erforderte einige Uberhdngende
Adeninreste am 3"- Ende des PCR-Produkts. Deshalb wurde das PCR-Produkt extra 10 min bei
72°C mit Tag-DNA-Polymerase und dATP behandelt. Die Ligation in pCR2.1-TOPO-Vektor
(Invitrogen) und die Transformation in E. coli-Zellen, TOP10F (Invitrogen), sowie Isolierung des
Plasmids mit “Miniprap Kit” (Macherey-Nagel) und anschliessende Sequenzierung der Plasmide
nach einem Zyklus-Sequenzierungsprotokoll (Epicentre Technologies) wurden nach den
empfohlenen Methoden des Herstellers durchgefiihrt.

3.6.  Erzeugung von Genkonstrukte
3.6.1. Erzeugung der pcDNA3.1(+) Konstrukte mit den hCATL-cDNAs

Die cDNA-Enden der hCATL-Transkripte besitzen nicht die gleichen Schnittstellen fir die
Restriktionsendonukleasen wie bei der multiplen Klonierungsstelle des Expressionsvektors
pcDNA3.1(+). Deshalb wurden die BamH | bzw. die Not | Schnittstellen in einem sense Primer
bzw. einem antisense Primer eingebaut und durch PCR an den entsprechenden Enden der
hCATL-cDNA eingefihrt. Da die untersuchten hCATL-cDNAs am 5- bzw. 3"-Ende identisch
waren, konnten sie nur mit einem einzigen Primerpaar amplifiziert werden. Die PCR-Fragmente
wurden in den pCR 2.1-TOPO-Vektor einkloniert und sequenziert.

PCR- Ansatz:

DNA-Matrize 25-50 ng pCR 2.1 Plasmidkonstrukt mit einer hCATL-cDNA

sense Oligonukleotid 5- GCTCGGATCCGCAACCTTGAGCGGCATCC- 3’
(Bam HI Schnittstelle)

antisense 5- GCGGCCGCGGTAAAAATTTATACATC- %

Oligonukleotid (Not I Schnittstelle)

Parameter des PCR Denaturierung: 94°C, 20 sec; Annealing: 58°C, 20 sec;
Programs Polymerisierung: 72°C, 3 min; Zahl der Zyklen: 28
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Enzym Tag- und Pfu-DNA-Polymerase in einem Verhaltnis von 1:5
Grosse der PCR Ungeféhr 1,60 kb, 1,50 kb und 1,45 kb
Produkte

Das neu erzeugte pCR2.1-Plasmidkonstrukt wurde mit den Enzymen BamH I und Not | (Gibco
BRL) verdaut, um die hCATL-cDNA Fragmente mit eingebauten Schnittstellen zusammen
herauszuschneiden. Mit denselben Restriktionsenzymen wurde der pcDNA3.1(+) Vektor verdaut,
um die multiplen Klonierungsstellen zu 6ffnen. Nach dem Verdau wurde das cDNA-Fragment
bzw. der gedffnete Vektor aus dem Agarosegel gereinigt (siehe Punkt 3.3.5.).

Anschliessend wurde 10-30 fmol cDNA mit 30-90 fmol linearisiertem Vektor in Gegenwart von
T4-DNA-Ligase (Gibco BRL) bei 23 °C fir 1 Stunde ligiert. Dabei werden die cDNA"s zwischen
dem CMV-Promotor und der BGH-poly(A)-Signal des Vektors eingefugt. Nach der
Transformation in kompetente E. coli-Zellen (siehe Punkt 3.2.3.), Miniaufschlusskontrolle (siehe
Punkt 3.3.4) und Sequenzierung wurden die Plasmide in ausreichend grossen Mengen prapariert
(siehe Punkt 3.3.4.).

3.6.2. Erzeugung der pd2EGFP-N1 Konstrukten mit den 5"-UTRs der hCATL

Das Reporterplasmid pd2EGFP-N1 beruht auf einen modifizierten pcDNA3.1(+)-Grundgrist, bei
dem die Expression des destabilisierten EGFP’s (d2EGFP) unter Kontrolle des CMV-Promotors
steht. Die d2EGFP cDNA enthélt keine funktionelle 5"-UTR sondern nur eine inserierte ,,Kozak-
Sequenz® (L0 nt) um den AUG-Startcodon des d2EGFP. In diesen Vektor wurden verschiedene
5°-UTRs bzw. verschiedene Teile einer 5°-UTR vor den Leserahmen des Reportergens d2EGFP
eingefigt. (siehe Abb.13, Ergebnisse). Die Nhe | und BamH | Schnittstellen der multiplen
Klonierungsstelle des Plasmids wurden fur die Umklonierung gewahlt, und nach gleichem
Prinzip wie bei der ,,Erzeugung der pcDNA3.1(+)-Konstrukten“ (siehe Punkt 3.6.1.) die beiden
Schnittstellen durch PCR-Primer in die zu klonierenden cDNA-Fragmente eingebaut.

Die Vorbereitung der linearisierten Vektoren und cDNAs mit eingebauten Schnittstellen,
Ligation, Transformation und Praparation des Plasmids sind nach dem gleichen Protokoll
bearbeitet worden, wie bei der ,,Erzeugung der pcDNA3.1(+) Konstrukten* (siehe Punkt 3.6.1.).

PCR- Ansatz:

Template DNA 25-50 ng pCR 2.1 Plasmidkonstrukt mit einer N\CATL-cDNA
sense Oligonukleotid 5-GCTAGCTCCGCAACCTTGAGCG-3" (Nhe I Schnittstelle)
antisense Fur hCATL-A cDNA

Oligonukleotide: 5 GATCCGTTTTAAAACCTGTGTCCACCCGG-3
(Bam HI Schnittstelle)
Fur hCATL-A2 cDNA
5 -GGATCCGTTTTAAAACCTCAAGGCCAGCAG-3
(Bam HI Schnittstelle)
Fir hCATL-A3 cDNA
5 -GGATCCGTTTTAAAACTCGACCGC-3" (Bam HI Schnittstelle)
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Parameter des PCR Denaturierung: 94°C, 20 sec; Annealing: 58°C, 20 sec;
Programs Polymerisierung: 72°C, 45 sec; Zahl der Zyklen: 28

Enzym Tag- und Pfu-DNA-Polymerase in einem Verhaltnis von 1:5

Geschatzte  Grosse ungefahr 290 bp, 200 bp und 140 bp
der PCR-Produkte

3.6.3. Erzeugung von pCR2.1-Konstrukten fur in vitro Transkription

In vitro Transkription mit T3-, T7- oder SP6-RNA-Polymerase ist eine konventionelle Methode
fur die Herstellung von antisense RNA-Sonden. Dafiir muss die DNA-Matrize mit den
entsprechenden Sequenzen des T3-, T7- oder SP6-Promotors fusioniert werden. In diesem
Versuch wurde der T7-Promotor verwendet und durch zwei verschiedene Methoden mit dem
Exon 1 von hCATL, dessen Sequenz der gesamten 5 -UTR von hCATL-A mRNA entspricht,
verbunden.

Die erste und einfachste Mdglichkeit ist der Einbau der T7-Promotorsequenz in einen
genspezifischen antisense Primer und die Amplifizierung des DNA-Matrize durch PCR. Fur die
beschriebene Untersuchung lag der sense Primer am 5-Ende des Exon 1 des hCATL und der
antisense Primer enthielt die Sequenz am 3"-Ende des Exon 1 und die T7-Promotorsequenz. Das
PCR-Produkt konnte direkt zur in vitro Transkription eingesetzt werden. Die Sequenzen der
eingesetzten Primer waren:

sense Oligo Nukleotid 5-AGAACCGCGACCTCCGCAAC- 3
ab Stelle 1 im Exon 1
Antisense Oligo-Nukleotid 5-TAATACGACTCACTATAGGAGCCG-

GGTGGACACAG-3" (T7-Promotor)
ab Stelle 278 im Exon 1 in der antisense
Richtung

Die zweite Mdglichkeit ist die Klonierung des DNA-Fragments in einen Vektor, der den T7
Promotor bereits enthélt. Dazu wurde das Exon 1 mit einem Primerpaar durch PCR amplifiziert.
Es wurden gleichen Primer wie fir die vorherige PCR eingesetzt, aber der antisense Primer
enthielt keine eingebaute T7-Promotorsequenz. Das PCR-Produkt wurde in pCR2.1-TOPO-
Vektor (Invitrogen) einkloniert (siehe auch Punkt 3.5.). Durch Sequenzierung wurde das Plasmid
selektiert, in dem der T7-Promotor in der antisense Richtung gegenuber der cDNA sitzt. Das
Plasmid wurde mit BamHI geschnitten, damit die RNA-Synthese an dieser Stelle aufhért. Nach
der Linearisierung wurde das Plasmid gereinigt (siehe Punkt 3.3.5) und fir die Synthese der
antisense RNA-Sonde durch die in vitro Transkription eingesetzt (siehe Punkt 3.10). Diese zweite
Methode wird dann benutzt, um ein Fragment zu selektieren, dessen Sequenz vorher durch
Sequenzierung Uberprift und bestétigt werden muss.

3.7.  Elektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA

3.7.1. Standard Agarosegel
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PCR-Produkte und Plasmide nach dem Restriktionsenzymverdau wurden nach standard
Methoden (Ausubel et al., 1994) auf Agarosegelen getrennt. Um die PCR-Fragmente
voneinander zu trennen, deren Grosse kleiner als 400 Nukleotide und deren Unterschiede weniger
als 30 Nukleotide waren, wurde ein 3-3,5 % Agarose-Gemisch verwendet. Dazu wurden ein
Viertelgewicht Agarose mit niedriger Schmelztemperatur und drei Viertelgewicht Agarose mit
normaler Schmelztemperatur vermischt, gekocht und relativ warm gegossen.

3.7.2. Denaturierendes Formaldehyd-Agarosegel

RNA wurde in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt. Dazu wurden 3 pg Agarosegel mit
217 ml RNAse freiem Wasser und 25 ml 10x MOPS/EDTA Pufffer [0.2 M 3-(N-Morpholino
Propinsdure), 50 mM Natriumacetet, 10 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), pH 7.0]
durch Erhitzen im Mikrowellenofen geldst, auf 50°C abgekihlt, mit 8 ml 37% Formaldehyd und
6 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt und in eine RNAse-freie Gelapparatur (28 cm x 16 cm)
gegossen. Jeweils 10 pug Gesamt-RNA wurden in 10 pl RNAse-freiem Wasser geldst, mit 20 pl
entionisiertem Formamid, 10 pl Formaldehyd, 5 pl 1x MOPS/EDTA versetzt und 15 min bei
65°C denaturiert. Nach der Zugabe von 5 pul Bromphenolblau-Auftragspuffer wurden die RNA-
Proben auf das Gel aufgetragen und die Elektrophorese bei 4V/cm durchgefihrt, bis die
Farbstoffbande 20 cm in das Gel eingewandert war. Die aufgetrennte 18S und 28S rRNA konnte
aufgrund des interkalierten Ethidiumbromids unter UV-Licht photographiert werden. Die RNA
wurde anschliessend durch ,horizontalen Abwartskapillartransfer mit 20x SSC-Puffer [3M
Sodium-Chlorid/0.3M Sodium Citrat Pufferlésung (SSC)] auf eine Nylonmembran Ubertragen.

3.7.3. Sequenzgel (Harnstoff-Polyacrylamidgel)

Die Auftrennung der Fluoreszenz-markierten PCR-Produkte (siehe Punkt 3.4.5) erfolgte in 6 %
Harnstoff-Polyacrylamidgelen und die  Elektrophorese wurde in  einem  Licor-
Sequenzierungsautomat (MWG-Biotech) durchgefiihrt. Bei der Vorbereitung des Gels wurde
standard Protokolle (Ausubel et al., 1994) bzw. die Vorschrift des Herstellers (Epicentre-
Technologies) gefolgt.

3.8.  RNAse Protection Assay
3.8.1. Synthese der antisense RNA-Sonde

Radioaktive antisense-mRNA-Sonden fur RNAse Protection Assay wurden durch in vitro
Transkription in Gegenwart von [a-**P] UTP (3000 Ci/mmol) erzeugt. Dabei wurde das in vitro
Transkriptionsystem von Pharmingen benutzt. Als Template wurde das Exon 1 des hCATL,
namlich die gesamte 5"-UTR der hCATL-A mRNA verwendet. Zuvor wurde dieses Fragment mit
der Sequenz des T7-Promotors in antisense Richtung angeschlossen (siehe Punkt 3.6.3), damit
das Template in antisense Richtung transkribiert wird. Bei der Reaktion der in vitro Transkription
und bei der Reinigung der antisense RNA-Sonde durch DNAse-Verdau, Phenol-Chloroform-
Extraktion und Ammoniumacetat-Féllung sowie Ethanol-Waschen wurde den Vorschriften des
Herstellers gefolgt. Anschliessend wurde die Spezifitdt der antisense RNA im Liquid-
Szintillation-Spektrometer (Liquid Scintillation Counter-LSC) gemessen.

Es war wichtig die Bedingungen zu optimieren, damit ein Abbruch der RNA-Synthese vermieden
wird (frihzeitige Termination). Dieser vorzeitige Abbruch kann durch die Zugabe von kaltem
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Nukleotid vermindert werden. Eine Cytidin-Uridin (CU) reiche Sequenz, die direkt im Anschluss
an den T7-Promotor sitzt, kann auch zum vorzeitigen Abbruch fihren. Nach einigen Versuchen
wurde der pCR2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen) ausgewahlt, da dieser Vektor nicht nur eine
optimale Sequenz fir diesen Zweck anbietet, sondern tatsachlich auch eine homogene RNA-
Sonde produziert. Die Sequenz fiir die Matrizen-cDNA konnte auch optimiert werden, indem ein
Primer mit dem T7-Promotor durch PCR in das cDNA-Fragment eingebaut wurde.

3.8.2. Analyse durch RNAse Protection Assay

Jeweils 10 pg Gesamt-RNA wurden in 8 pl Hybridisierungspuffer (Pharmingen) geldst und mit 2
ul radioaktiver antisense RNA-Sonde mit der spezifischen Aktivitat von 2x 10° Cherenkov
counts/ pl zusammengegeben. In den weiteren Schritten wurde ein System fir RNAse Protection
Assay von Pharmingen verwendet und den Vorschriften des Herstellers gefolgt. Dabei erfolgte
die Hybridisierung bei 56°C. Nach dem RNAse- und Proteinase K-Verdau, der Reinigung durch
Phenol-Chloroform-Extraktion und Fallung mit Ammoniumacetat sowie Waschen mit 90%
Ethanol wurde das Pellet in 8 pl 1x Auftragspuffer gelost. Die vor dem Verdau geschutzten
Fragmente in den Proben wurden auf einem 5 % Harnstoff-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach
dem Trocknen wurde das Gel auf einem Intensivscreen exponiert. Die Intensitét der einzelnen
Banden wurde auf dem Phosphoimager (GS-250, Biorad) ausgewertet.

3.9.  Analyse der Gesamt-RNA durch Northern Blot
3.9.1. Auftrennung und Transfer der RNA

10 pg Gesamt-RNA wurde zunédchst in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel
aufgetrennt wie in Punkt 3.7.2. beschrieben. Das Gel wurde dann mit 20x SSC Transferpuffer
durch ,,Horizontalen Abwartskapillartransfer” auf ungeladene Nylonmembranen (Pall) gebracht.
Dabei wurde das Standard-Protokoll verwendet (Ausubel et al., 1994). Die Fixierung der RNA
auf der Membran erfolgte durch “cross-linking” bei 0.5 Joule/cm? am UV-Transilluminator
(Biometra).

3.9.2. Erzeugung und Reinigung radioaktiv markierter DNA Sonden

Radioaktive DNA-Sonden fur Northern-Analysen wurden mit dem ,Random Primed DNA
Labeling Beads (-dCTP)” (Amersham) erzeugt. Die zu markierenden Fragmente wurden zuvor
durch Restriktionsenzymverdau ausgeschnitten und durch Agarosegel-Elektrophorese gereinigt
(siehe Punkt 3.3.5.). In einem 50 ul Ansatz wurden ungefahr 25 ng denaturierter DNA-Fragment
im Gegenwart von 5 pl [alpha-*2P] dCTP (3000 Ci/mmol, Hartmann Analytic) markiert.

Die markierten DNA-Sonden wurden durch eine G50-Spinsdule von nicht-eingebauten
Nukleotiden gereinigt. Um eine Spinsdule zu bauen, wurde eine 1 ml Pipettenspitze mit
silikonisierter Glasswolle gestopft und in ein 1.5 ml Eppendorfrohrchen gesteckt, dessen Deckel
ein Loch aufwies. Die Spitze wurde mit 1 ml autoklavierter 10% G50-Suspension aufgefillt, in
ein 15 ml-Plastikréhrchen gesteckt und fur 1 min bei 700 g an einer Tischzentrifuge
abzentrifugiert. Diese Spinsdule wurde dann in ein frisches Eppendorfrohrchen gesteckt, mit der
neu synthetisierten radioaktiven Sonde versetzt und fiir 2 min bei 850 g abzentrifugiert. Das Eluat
wurde frisch fur die Hybridisierung verwendet.

3.9.3. Hybridisierung und Autoradiographie
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Die geblottete Nylonmembran wurde 3h bei 42°C in Formamid-Hybridisierungslosung (50 %
deionisiertes Formamid, 2x SSC, 10% Dextransulfat, 0.1 % SDS, 250 pg/ml frisch denaturierte
Heringssperma-DNA) im Hybridisierungsinkubator (Dunn, Model 310) inkubiert. Dann wurde
die denaturierte DNA-Sonde zugesetzt und 16-20 h bei 42°C weiter inkubiert. Anschliessend
wurde der Membran ein Mal kurz mit 2x SSC und 2 Mal 15 min mit 0.2x SSC, 0.1% SDS bei
65°C gewaschen.

Die getrocknete Membran wurde in Haushaltsfolie eingewickelt, auf dem intensiven *P-Screen
exponiert und am Phosphoimager (Biorad) ausgewertet. Die Intensitat der Banden wurde mit
einem Computer-Program ”"Molecular Analyst” ausgewertet.

3.10. Invitro Translation und Analyse der hCATL-cDNA’s

Als in vitro Translationssystem diente eine TNT® coupled rabbit reticulocyte lysate (RRL)
(Promega), in dem die Transkription und die Translation miteinander gekoppelt sind. Zuvor
wurden die vollstandigen cDNAs der hCATL-A, -A2 und -A3 mRNA in den pcDNA3.1(+)-
Vektor einkloniert, damit der T7-Promotor in Vektor fur die RNA-Synthese benutzt werden
konnte. Die Translation im RRL erfolgte durch die Zugabe von T7-RNA-Polymerase, Plasmid-
DNA, NTPs und Aminosédure ohne Methionin, und die Translationsprodukte wurden in
Gegenwart von [a-*S] Methionin markiert. Dabei wurde der Vorschrift des Herstellers gefolgt.
Der Anteil des Lysats in diesem 50 pl Ansatz betrug ungefahr 54 %.

Nach der Translation wurde das neusynthetisierte hCATL-Protein durch SDS-PAGE aufgeldst
und analysiert. Dazu wurden 5 bzw. 10 pl Lysat entnommen, 5 min bei 95°C mit 10 pl SDS-
Probenpuffer denaturiert und anschliessend auf einem 12% Polyacrylamidgel aufgetragen. Als
Molekular-grossen Marker wurde ein mit **C-markierter Protein-Standard verwendet. Die
Elektrophorese wurde unter standardisierten Bedingungen durchgefiihrt (Ausubel et al., 1994).
Das Gel wurde danach im Geltrockner fir 60 min bei 80°C und 0,8 Bar getrocknet, einige
Stunden bis ein paar Tage auf dem *S-Screen exponiert und anschliessend am Phosphoimager
ausgewertet.

3.11. In vivo Expression und Analyse des hCATL
3.11.1. Optimierung der Transfektion

Die HEK293- bzw. BHK21-Zellen wurden 6-7 Tage bei niedriger Zelldichte kultiviert, denn die
Transfektion kdnnte eventuell durch eine Wachstumshemmung aufgrund der Zellkontakte gestort
werden. Die Optimierung des Transfektionsversuchs wurde mit verschiedenen Parameter-
variationen durchgefuhrt. Diese sind die Zelldichte, die Inkubationszeit der Zellen mit dem
Transfektionsmittel, die Konzentration der Plasmid-DNA, die Menge des Transfektionsmittels
DOTAP, Fugiene-6 (Roche) und SuperFect (Qiagen). Bei allen Versuchen wurde der
Reportergenvektor d2EGFP-N1 (Clontech) verwendet und die Fluoreszenz des Reporters GFP
(green fluorescent protein) am Fluorimeter gemessen (siehe auch Punkt 3.13.4.). Die Photo-
Aufnahmen der transfizierten bzw. nicht-transfizierten Zellen wurden durch das Fluoreszenz-
Mikroskop (Zeiss, Jena) gefiihrt und die Bedienungsanleitung des Herstellers gefolgt.

3.11.2. Transiente Transfektion und Zelllyse
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Um die pcDNA3.1-Konstrukte mit den vollstandigen cDNAs des hCATL zu exprimieren,
wurden entweder BHK21- oder HEK293-Zellen transient transfiziert. Die Transfektion der
HEK?293-Zellen mit dem Transfektionsmittel DOTAP wurde auf gleiche Weise durchgefuhrt wie
beim Punkt 3.13.2 beschrieben. Bei der Transfektion der BHK21-Zellen wurden 1.5-2.0 x 10°
Zellen in 75 cm?-Kulturflaschen am Vortag eingesetzt. Als Transfektionsmittel diente Fugiene-6
(Roche). Ein Transfektionsansatz flr eine Flasche enthdlt 6 pg Plasmid-DNA (3-4 pul), 368
Serum freies Medium und 32 pul Transfektionsmittel. Dieses Gemisch wurde 20 min bel
Raumtemperatur inkubiert und auf die Zellen gegeben, die zuvor mit 3.6 ml Serum-haltigem
frischem Medium versetzt waren. Nach einer 16-stiindigen Inkubation im Brutschrank wurde die
Zellschicht 2 mal mit PBS gewaschen und mit 4 ml frisches Medium versetzt.

Nach 20-24 Stunden wurden die Zellen geerntet. Dabei wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA-
Losung abgeldst und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit einem Lysispuffer geldst, welcher
0.5% NP-40, 0.05% SDS, 150 mM NaCl, 50 mM Tris.HCIl und 2 mM EDTA enthielt. Nach
einem Frier-Tau-Schritt wurde das Zelllysat zweimal 15 sec mit Sonoplus-HD200 (Bandelin
Electronic) ultrabeschallt und 15 min bei 20,0009 und 4°C abzentrifugiert. Im Uberstand wurde
den hCATL-Proteingehalt des durch ELISA (Enzyme Linked Immune Sorbent Assay) bestimmt.
(Dieser hCATL-ELISA wurde von Frau Glnther im Institut fur Physiologische Chemie der
Universitat Halle-Wittenberg durchgefuhrt und wird jetzt als Kit der Firma Labsoft angeboten.)

3.12. Analyse der mRNA-Stabilitat

Die mRNA-Stabilitat der hCATL-Spleissvarianten wurde durch Northern Blot untersucht. Dazu
wurden die HEK293-Zellen mit den pcDNA3.1 Konstrukten mit hCATL-A, -A2 und -A3 cDNAs
transient transfiziert (siehe Punkt 3.13.2). Actinomycin D (8 pg/ml) bzw. DRB (5,6- chloro-1-
beta-D-ribofuranosylbenzimidazole, 20 pg/ml) wurden als RNA-Polymerase-Inhibitor
verwendet. Dabei wurden die beiden Inhibitoren in DMSO gel6st, und 20-24 Stunden nach der
Transfektion wurde Inhibitor in einer Konzentration von 8 pg Actinomycin D/ml bzw. 21 pg
DRB/mI Medium zu den transfizierten Zellen zugesetzt. Nach der Zugabe wurden die Zellen zu
bestimmten Zeitpunkten geerntet und die Gesamt-RNAs isoliert wie im vorigen Abschnitt
beschrieben (siehe Punkt 3.3.3). Die weitere Analyse wurde mit Northern Blot durchgefiihrt, wie
im Punkt 3.9 beschrieben. Nach der Auswertung der radioaktiven Banden am Phosphoimager
wurden die Halbwertzeiten (RNAy,) nach folgender Formel berechnet:

RNA y,=-At/AInC; * In2

Cy: counts.
3.13. GFP-Reportergen Assay
3.13.1. Optimierung der GFP-Expression

Um einen optimalen Zeitpunkt nach der Transfektion und die optimale Zelldichte zu finden, bei
denen die GFP-Fluoreszenz linear bleibt, wurden zwei verschiedene Versuche durchgefihrt. Die
anderen Transfektionsbedingungen wurden wie unten beschrieben gewahlt (siehe Punkt 3.13.2
und 3.13.3). Bei einem Versuch wurden die HEK293-Zellen mit dem Reportergen-Plasmid
pd2EGFP-N1 und Transfektionsmittel DOTAP transient transfiziert. Um die Abhéngigkeit der
GFP-Expression von der Posttransfektionszeit zu untersuchen, wurden die Zellen im Anschluss
an die Transfektion zu bestimmten Zeitpunkten geerntet und die GFP-spezifische Fluoreszenz im
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Zellysat bestimmt. Dabei wurden die Standard-Messparameter fir GFP-Fluoreszenz verwendet
(siehe Punkt 3.13.4.).

Beim anderen Versuch wurden die Zellen mit verschiedenen Dichte ausgesdt. Nach der
Transfektion mit dem Plasmid-DNA (1.5 ug DNA pro 12.5 cm? Kulturflasche) wurden die Zellen
geerntet und die Fluoreszenz gemessen. Nach drei unabhangigen Versuchen wurde fir jeden
Parameter eine Grafikanalyse durchgefihrt.

3.13.2. Transiente Transfektion der GFP Genkonstrukte

48h vor der Transfektion wurden 5x 10° Zellen in 25 cm?-Kulturflaschen ausgesat. Fir einen
Transfektionsansatz in 2 ml Serum-freiem Medium wurden 3 pg Plasmid-DNA und 24 pg
Transfektionsmittel DOTAP eingesetzt. Zuvor wurden die Plasmid-DNA und DOTAP in jeweils
100 pl 20mM Hepes/150 mM NaCl Losung verdinnt. Nach 20 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurden 1,8 ml Serum-freies Medium zugesetzt. Dieses Transfektionsgemisch
wurde zu den Zellen gegeben, nachdem das alte Serum-haltige Medium entfernt und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen worden war. Nach 6 Stunden Inkubation bei 37°C und 7,5 % CO; im
Brutschrank wurden die Zellen mit 5 ml Serum-haltigem Medium versetzt und weiter geziichtet.

3.13.3. Zellernte fur die Gesamt-RNA und Zelllysat

Der Zellernte erfolgte 20-24 Stunden nach der Transfektion. Die Flaschen wurden zun&chst in
zwei Gruppen so verteilt, dass eine von zwei hintereinander ausgesaten und mit dem gleichem
Plasmid transfizierten Flaschen fiir Gesamt-RNA Isolierung und die andere fiir Herstellung der
Zelllysate diente. Dabei wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen. Fiur die Gesamt-RNA Praparation wurden die Zellen direkt in der Flasche mit dem
1.5 ml Trizol-Reagenz (Gibco BRL) lysiert und die Gesamt-RNA isoliert wie in Punkt 3.1.1
beschrieben.

Fur die Préaparation des Zelllysats wurden die Zellen auch direkt mit 1.5 ml Hypotonlysispuffer,
welcher 11 mM NaCl, 3 mM KCI, 4 mM Na;HPQO,4, 2 mM KH,PO,4, 1 mM EDTA, 2 mM PMSF
(frisch), 2 mM lodacetamid ( frisch) enthélt, in der Flasche geldst und bei -70°C eingefroren.
Nach einmaligem Frier-Tau-Schritt wurde das Zelllysat zweimal 15 sec mit Sonoplus-HD200
(Bandelin Electronic) ultrabeschallt und 30 min bei 20,0009 und 4°C zentrifugiert. Im Uberstand
wurde die GFP-spezifische Fluoreszenz am Fluorimeter (Perkin-Elmer) gemessen.

3.13.4. Bestimmung der GFP-spezifischen Fluoreszenz

500 pl obengenanntes Zelllysat wurde mit gleichem Hypotonlysispuffer auf 2.5 ml verdiinnt und
die Fluoreszenz am Fluorimeter (Perkin Elmer) gemessen. Die Messbedingungen wurden nach
Angaben der Herstellers (Clontech) eingesetzt: Aex = 488 nm, Spaltbreite = 5; A = 507 nm,
Spaltbreite = 10.

3.13.5. Normierung der GFP-Fluoreszenzwerte durch Northern Blot

Um die Werte der Fluoreszenzbestimmung zu normieren, wurde der GFP-mRNA-Gehalt durch
Northern Blot untersucht. Die Gesamt-RNAs wurden wie Punkt 3.13.3 beschrieben aufgetrennt,
geblotted und anschliessend mit einer GFP-spezifischen cDNA-Sonde hybridisiert. Die
radioaktiven Banden wurden dann am Phosphoimager ausgewertet. Um die aufgetragene Menge
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der Gesamt-RNASs zu normieren, wurde die Membran nochmals mit einer [3-Actin-spezifischen
cDNA-Sonde hybridisiert. Zum Schluss wurden die Werte der 3-Actin-mRNA als 100 % gesetzt
und die Werte der GFP-mRNA wurden darauf bezogen.
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4, Ergebnisse

Anlass fur die vorliegende systematische Untersuchung zur Rolle der 5-UTR fir die
Translationseffizienz war die Diskrepanz von hoher hCATL-mRNA und geringem hCATL-
Protein-Gehalt in malignen Nierentumorgeweben gegeniiber gesundem Nierengewebe (Chauhan
et al., 1993; Kirscke et al., 1997). Unsere Hyphothese war, die Ursache bei den verschiedenen
Spleissvarianten der hCATL-mRNA zu vermuten. Es gibt bisher keine systematische
Untersuchung Uber das Verhéltnis zwischen verschiedenen Spleissvarianten der hCATL-mRNA,
ihre Verteilung in den verschiedenen humanen Geweben und Zellen und tber ihre Funktion in
der Zelle.

In dieser Arbeit wurde nicht nur mit verschiedenen Methoden versucht, unterschiedliche mRNA-
Varianten des hCATL quantitativ zu vergleichen, sondern auch verschiedene Genkonstrukte aus
der vollstindigen cDNAs bzw. der 5-UTR mit Expressionsvektoren hergestellt, um die
Translationsrate der mRNA-Varianten zu vergleichen und die mdglichen Sequenzmotive zu
identifizieren, die die Translationseffizienz der hCATL-mRNA beeinflussen kdnnen.

4.1. ldentifizierung einer neuen hCATL-Spleissvariante

Das Gen des hCATL besteht aus 8 Exons und 7 Introns. Die 5-UTR in der mRNA entspricht
dem Exon 1 und einem kleinen Teil des Exons 2. Die 3"-UTR stammt zum Teil aus Exon 7 und
dem gesamten Exon 8 (Chauhan et al., 1991). Weitere Isoformen des hCATL-Transkripts wurden
auch identifiziert, aber noch nicht funktionell charakterisiert (Rescheleit et al., 1996).Wé&hrend
die hCATL-A und hCATL-B mRNA jeweils aus zwei verschiedenen cDNA Banken kloniert
worden waren (Gal et al., 1988; Troen et al., 1988), wurden die hCATL-A1 und -A2 mRNA
durch RT-PCR identifiziert und gewonnen (Rescheleit et al., 1996) (Abb. 1A).

In dieser Arbeit wurde durch RT-PCR versucht, die vollstindigen cDNAs aller bekannten
hCATL-mRNA Varianten zu klonieren. Dabei wurden die Primerpaare nach den bekannten
Sequenzdaten der hCATL-A bzw. hCATL-B mRNA aus der Genbank entworfen. So entsprachen
die sense Primer einer Sequenz vom 5" -Ende der hCATL-A bzw. hCATL-B mRNA, wéhrend die
antisense Primer komplementdr zu den 3"-Enden der beiden mRNAs waren. Als template diente
eine Einzelstrang-cDNA, die aus Gesamt-RNA eines Nierentumorgewebes durch Reverse
Transkription synthetisiert wurde (siehe Methoden Punkt 3-4).

Durch die Klonierung und Sequenzierung wurden drei cDNA Fragmente (1575, 1485 und 1429
Nukleotide) als Spleissvarianten von hCATL-mRNA identifiziert (Abb. 1A). Die beiden gréssten
Formen hCATL-A und hCATL-A2 erwiesen sich nach der Sequenzierung als identisch zu den
bereits beschriebenen Varianten (Gal et al., 1988; Rescheleit et al., 1996). Die dritte und kirzeste
Form ist eine neue und bisher unbekannte Form der hCATL-mRNA, die im folgenden als
hCATL-A3 bezeichnet wird.

Die hCATL-A und -A2 sowie die neue Spezies hCATL-A3 unterscheiden sich in der 5"-UTR, die
aus dem Exon 1 stammt. Das Exon 1 ist bei der hCATL-A mRNA noch 278 nt lang. Durch
alternatives Spleissen wurde das Exon 1 bei der hCATL-A2 und -A3 mRNA jeweils auf 188 und
132 nt verkirzt (Abb. 1A). Darlberhinaus ist die AG/GU Konsensus-Sequenz fir eine alternative
5"-Spleissstelle bzw. Exon-Intron-Verbindungsstelle nur an den Stellen 278, 188, 132 nt im Exon
1 vorhanden (Abb. 1B).
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A
Exon 1 Exon 2
hCATL-A — [ —
+1 278 289 Translationsstart
hCATL-Al — »»»»»»»»»»»»»»» [
+1 253
hCATL-A2 _ """"""""""""""""""""""""""""""""""""""" [
+1 188
hCATL-A3 — [
+1 132
hCATL-B V777777777777 7 0 )|
1 188
B
» Exon 1
+1

AGAACCGCGACCTCCGCAACCTTGAGCGGCATCCGTGGAGTGCGCCTGCA 50

GCTACGACCGCAGCAGGAAAGCGCCGCCGGCCAGGCCCAGCTGTGGCCGG 100
132
ACAGGGACTGGAAGAGAGGACGCGGTCGAGTAGGTGTGCACCAGCCCTGG 150

alternative 5°-Spleissstelle
188 »
CAACGAGAGCGTCTACCCCGAACTCTGCTGGCCTTGAGGTGGGGAAGCCG 200

GGGAGGGCAGTTGAGGACCCCGCGGAGGCGCGTGACTGGTTGAGCGGGCA 250
278 » Exon 2

GGCCAGCCTCCGAGCCGGGTGGACACAG « GTTTTAAAACATGAATCCTACA 300

- [0 Translationsstart
Intron 1

(1186 nt)

Abb. 1 Struktur der Spleissvarianten von hCATL-mRNA.

(A) Verschiedene Spleissvarianten der hCATL-mRNA in der 5°-UTR: hCATL-A (Gal et al., 1988),
hCATL-Al, hCATL-A2 (Rescheleit et al., 1996) und die neue Spezies hCATL-A3 sowie die

hCATL-B (Joseph et al, 1988). Die Nummerierung wurde ab der Transkriptionsstartstelle (+1) des
hCATL-Gens gezahlt.

(B) Die Auflistung vom Exon 1 bis zum Exon 2. Die Startstelle des Exons (»), Exon/ Intron

Verbindungsstelle (v) und das Startsignal fir hCATL-Translation sowie die alternative 5°-
Spleissstellen (& «) sind in der schematischen Darstellung (A) bzw. in der Auflistung (B) gezeigt.
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Das bedeutet, dass alternative Spleissen der hCATL-mRNA nur an den nur bisher beschriebenen
Stellen wahrscheinlich ist.

4.2.  Charakterisierung der cONA-Enden (MRNA-Enden) der Spleissvarianten durch
RACE-PCR
Mit der neuen Variante hCATL-AS3 sind nun 5 verschiedene Isoformen bzw. Spleissvarianten der
hCATL-mRNA beschrieben worden, die sich in der 5"-UTR unterscheiden (Abb. 1A). Es wurde
bisher noch nicht beschrieben, ob die Enden der bekannten cDNAs tatséchlich die Starstelle bzw.
das Ende der Transkription waren. Durch die 5"- bzw. 3"-RACE-PCR sollte im folgenden
untersucht werden, ob alle bekannten Enden der verschiedenen cDNA-Sequenzen mit der
Transkriptionsstartstelle bzw. dem Ende der 3"-UTR identisch sind, oder ob es Variationen an
den 5”- bzw. 3"-Enden gibt.

4.2.1. 5-RACE-PCR fur hCATL-mRNA

Die 5°-UTRs der hCATL-A, -Al und -A2 mRNA entstammen alle dem Exon 1. Die 5-UTR der
hCATL-B mRNA ist dagegen nur ein 188 nt langes Fragment aus dem 3"-Ende des Intron 1
(Abb. 1A). Da alle bekannten Varianten in der kodierenden Region identisch sind, kdnnen ihre
5-UTR Sequenzen mit einem antisense Primer in den Exons 2 bis 7 durch 5-RACE-PCR
amplifiziert werden. Deswegen wurden drei Primer in Exon 2 des hCATL-Gens entworfen, die in
antisense Richtung orientiert waren (Abb. 2A), um die 5-Enden der hCATL-Transkripte zu
detektieren. Die erste-Strang-cDNA-Synthese erfolgte mit dem ersten hCATL-spezifischen
Primer (spl). In den nachsten Schritt wurden die 5°-Enden dann mit einem poly(C)-Schwanz
durch Terminal-deoxynucleotidyl-Transferase verlangert, was eine hthere Annealing-Temperatur
fur die nachfolgenden nested-PCR erlaubt (siehe Punkt 3.4.4, Methode). Mit dem dritten
genspezifischen Primer (sp3) wurden sichtbare und klar aufgetrennte PCR-Produkte auf dem
Agarosegel beobachtet (Abb. 2B). Mindestens drei verschiedene Fragmente konnten identifiziert
werden.

Das grosste und das Kkleinste Fragment von 390 bzw. 254 nt entsprachen der Grésse nach den
Spleissvarianten hCATL-A und A3, inklusive der ca. 50 nt, welche durch poly (C)-tailing und
nested-Primer UAP (universal anchor primer) eingefiigt waren (siehe Punkt 3.4.4.1, Methoden).
Daher konnten die bisher bekannten 5"-Ende der beiden mRNA Varianten auch tatséchlich dem
Transkriptionsstart entsprechen.

Die PCR-Produkte wurden direkt aus dem Reaktionsansatz, ohne vorherige Gelreinigung in den
pCR2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen) einkloniert und sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte nur
von jeweils der Seite des genspezifischen Primers, da durch das poly (C)-tailing am 5 -Ende der
cDNA die Sequenzierungsreaktion stark beeintrachtigt war.

Die Sequenzanalyse bestétigte, dass die Spleissvarianten hCATL-A, -A2 und -A3 tatsachlich mit
den bereits bekannten 5°-Enden amplifiziert wurden. Uberraschenderweise ergab die
Sequenzanalyse verschiedener isolierter Klone mindestens noch zwei andere Fragmente, die
durch die Verkirzung des Exon 1 am 5-Ende um jeweils 38 bzw. 88 Nukleotide entstanden
waren (Abb. 3C). Ob es sich hierbei um unvollstandig amplifizierte 5°-Enden der mRNA
wéhrend der RACE-PCR handelt oder ob diese verkiirzte Sequenzen physiologische Bedeutung
haben, ist bislang ungeklart (siehe Diskussion).
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Abb. 2

(A)

(B)

A
| Exon 1 (278 nt) | Exon 2 (136 nt)
+1 278  4— 343 (sp3)
<4+— 388 (sp2)
<«+— 408 (spl)
spl: 5- GTATAATCTGTTGTGCATCG- 3°
sp2: 5- CCTTCCACTTGGTCCACTGTGC- 3°
sp3: 5- GAGTAGCTGAGGCAATTCCCAGG- 3°
B &
&
600 nt —|
500 nt —
400 nt —
— 390 nt
300 nt —
— 254 nt
200 nt —|
100 nt —
C Exon 2
hCATL-A
289 Translationsstart
hCATL-A-38
hCATL-A-88

5-RACE-PCR fur hCATL-mRNA.

Schematische Darstellung von drei hCATL-spezifischen antisense Primern spl, sp2 und sp3 in
Exon 2, deren Sequenz zu den Bereichen 408 — 343 der hCATL-A mRNA komplementér ist und
an der angegebenen Stelle anfangt.

Durch spl erfolgte die CcDNA-Synthese aus der Gesamt-RNA eines malignen
Nierentumorgewebes. Mit den sp2 und sp3 wurden die erste PCR und die nested-PCR
durchgefuhrt, und dabei diente ein sogenannte Primer UAP (universal anchor primer) als sense
Primer (siehe Punkt 2.4.3, Methoden).

Spurl: DNA-Grossenstandard,;

Spur2: nested-PCR Produkt mit dem Primer sp3 und UAP.

(C) Struktur der zwei neuen hCATL-mRNA-Formen, die durch 5"-RACE-PCR identifiziert wurden. Die

Nummerierung wurde fir hCATL-A (Gal et al., 1988) ab der Transkriptionsstartstelle (+1) des
hCATL-Gens gezahlt, wéhrend fiir die neue Spezies hCATL-A-38 bzw. hCATL-A-88 ist abweichend
dargestellt.
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A
515 (gsp2) —>
613 (gspl) —>
Exon 4 | Exon 5 | Exon 6 | Exon 7
gspl: 5'-CCATGAACGCCTTTGGAGACATGAC-3’
gsp2: 5-CCTCTGTTTTATGAGGCCCCCAG-3’
B
— 1100 nt
980 nt — — 1000 nt
— 900 nt
— 800 nt
— 700 nt
— 600 nt
— 500 nt
Abb. 3 3-RACE-PCR fir hCATL-mRNA.

(A)  Schematische Darstellung der Position von zwei hCATL-spezifischen sense Primern gspl und
gsp2 in Exon 4 bzw. in Exon 5.

(B) Durch einen Oligo (dT)is-Anchor Primer erfolgte die cDNA Synthese von Gesamt-RNA aus
einem Nierentumorgewebe. Mit den gspl und gsp2 wurde die erste PCR und nested-PCR
durchgefuhrt. Dazu wurde ein Anchor-Primer als antisense Primer eingesetzt (siehe auch Punkt
2.4.3, Methoden).

Spurl: PCR-Produkt durch zweimalige Nacheinander-Amplifikation zundchst mit dem Primer
gspl und danach mit gsp2 (nested-PCR);

Spur2: DNA-Grgssenstandard.
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4.2.2. 3’-RACE-PCR fur hCATL-mRNA

Zwei hintereinander liegende hCATL-spezifische Sequenzen wurde als sense Primer gewahlt, um
die 3"-UTR der hCATL-Transkripte mit 3"-RACE-PCR zu amplifizieren (Abb. 3A). Nach der
cDNA-Sequenz der hCATL-A aus der Genbank beginnen die beiden genspezifische Primer bei
der Nukleotidstelle 513 (gspl1) bzw. 615 (gsp2). Nach der cDNA-Synthese mit dem Oligo (dT);s-
Anchor Primer wurden zwei aufeinanderfolgende nested-PCRs mit dem Anchor Primer und den
beiden genspezifischen Primern gspl und gsp2 durchgefiihrt. Sowohl nach der Grosse des
dominierenden PCR-Fragments (980 nt) auf dem Gel (Abb. 3B) als auch durch Klonierung und
Sequenzierung dieses Fragments wurde sichergestellt, dass die 3"-Enden der verschiedenen
Varianten identisch waren.

4.3. Gewebeverteilung der Spleissvarianten bei RT-PCR

Wie aus der Abb. 1A und B zu entnehmen ist, konnen die Spleissvarianten hCATL-A, -A2 und
die neue Spezies hCATL-A3 parallel durch RT-PCR amplifiziert werden, da das PCR-Primerpaar
offensichtlich ausserhalb des Bereichs fur alternatives Spleissen liegt (siehe Diskussion). Um die
Verteilung der Spleissvarianten in verschiedenen Geweben und Zellen zu untersuchen, wurde ein
sense Primer in der N&he des 5°-Endes des Exon 1 und ein antisense Primer in der Mitte des
Exon 4 fir die RT-PCR eingesetzt (Abb. 4A). Auf diese Weise konnte Gesamt-RNA aus
verschiedenen Geweben und Zellen untersucht werden (Abb. 4B, C und D).

Als Produkt der RT-PCR-Reaktion waren auf dem Agarosegel bis zu vier Banden zu detektieren;
jedoch entsprachen nur drei Fragmente der Grosse der hCATL-A, -A2 und -A3 mRNA. Die
zweit grosste Bande (CB55 Nukleotide) kann nach ihrer Grdsse noch nicht die hCATL-AL sein.
Die weitere Sequenzanalyse hat erwiesen, dass diese Fragment ein Artefakt der cDNA Synthese
war.

Eine semi-quantitative Auswertung aller Banden war schwierig, da die grésseren Banden
meistens besonders schwach waren. Trotzdem ist deutlich, dass die kiirzeste Bande, die der neun
Spezies hCATL-A3 entsprach, in allen untersuchten Geweben und Zellen dominierte.
Daruiberhinaus lassen sich in der Intensitdt der drei Banden untereinander keine Unterschiede
zwischen peripherem Nierentumor und normalem Nierengewebe beobachten. Das bedeutet, dass
in der Wachstumszone des Tumors &hnliche quantitatitive Verhaltnisse zwischen den drei
Formen herrschen wie im gesunden Gewebe.
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A sense Primer
13—»
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
<4+— 595
antisense Primer
sense Primer: 5"- AGAACCGCGACCTCCGCAAC -3°
antisense Primer: 5"-CATTTTATTTAAACAGGTAAAAATTTATACATCC-3’
B
S D> Q4 D O >D DD RO O N
M ST LTI PO &4
700 nt—
600 nt— — 582 nt
500 nt— — 492 nt
— 432 nt
400 nt—
M @ O @@ @ Q@@ e
700 nt —
600 nt — — 582 nt
500 nt — — 492 nt
200 nt— 432 nt
D
700 nt —|
600 nt —|
500 nt —
— 432 nt
400 nt —|
Abb. 4 Die Verteilung der hCATL-mRNA in verschiedenen Geweben und Zellen durch RT-
PCR.

Als ein Primerpaar fiir die PCR wurden ein sense Primer am 5°-Ende des Exon 1 und ein antisense Primer
im Exon 4 des hCATL-Gens entworfen (A). Die Gesamt-RNAs aus verschiedenen Geweben und Zellen
(B, C und D) wurden zunachst durch Oligo (dT);e-Primer revers transkribiert und dann durch die
angegebenene Primerpaare amplifiziert. Die eingesetzten Gesamt-RNAs sind in folgender Tabelle
beschrieben

Abgekiirzte Namen Beschreibung Abgekiirzte Name Beschreibung

M DNA Grissenstandard | pla Plazentagewebe

ntn Nierentumorgewebe, ms Brusttumor-normale
normale Gewebezone Gewebezone

ntp Nierentumorgewebe, ds Brusttumor, periphere
peripherie Tumorzone Tumorzone

ntz primdrer Nierentumor h Magenschleimhaut
Zellkultur

A498 Nierentumor Zelllinie btn Duodenumschleimhaut

HEK293 humane embryonale btp Hautgewebe mit
Nieren Zelllinie Entziindung

blu Gesamt-Blutzellen lym Lymphozyten aus Blut
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4.4. Semi-quantitative Darstellung der Spleissvarianten durch RNAse Protection Assay

Um die verschiedenen Spleissvarianten im Gewebe semi-quantitativ darstellen zu kénnen, wurde
ein RNAse Protection Assay gewahlt. Hierbei schiitzt eine antisense RNA-Sonde durch
Hybridisierung die Ziel-RNA vor dem RNAse-Verdau. Eine radioaktiv markierte antisense RNA-
Sonde, deren Sequenz komplementar zur gesamten 5°-UTR der hCATL-A mRNA ist, wurde
hierflr in diesem Assay eingesetzt. Dabei sollte die Sonde theoretisch mit den 5°-UTRs der
verschiedenen mRNA-Spleissvarianten hybridisieren und dieselben Bereiche vor dem RNAse-
Verdau schiitzen, so dass bis zu drei RNA-Fragmente in der Grdsse von 132, 188, und 278 nt
erwartet werden konnten.

In einem Vorexperiment wurde zunéchst Uberprift, ob die gewahlten Parameter einen linearen
Bereich fir die Auswertung ermdglichen. Dazu wurde sowohl die Menge der eingesetzten RNA
als auch der antisense RNA-Sonde variiert (Abb. 5A). Bei einer konstanten Menge der RNA-
Sonde (cpm) und nach steigender Menge an eingesetzter RNA nahm die Intensitat der Banden
linear zu. Bei steigender Menge der RNA-Sonde &nderte sich die Intensitat der Banden nicht, da
wahrscheinlich die Ausgangsmenge der RNA-Sonde (3x10° cpm) im Uberschuss vorlag. In
beiden Fallen blieben die Verhéltnisse der kiirzesten Form hCATL-A3 zur langsten Form
hCATL-A wie erwartet konstant (Abb. 5B und C).

Aus dem Vorversuch wurden optimierte Parameter von 4x10°> cpm Sonde und 10 pg Gesamt-
RNA abgeleitet. Diese Bedingungen wurden in den Folgeexperimenten eingehalten. Unter diesen
ermittelten Bedingungen wurden Gesamt-RNAs sowohl aus verschiedenen Tumorzellen als auch
aus Geweben untersucht (Abb. 6A, B und C). Die Ergebnisse kdnnen wie folgt zusammengefasst
werden:

(1) Alle drei Spleissvarianten kommen in vivo in allen untersuchten Geweben vor.

(2) Anhand der Grossenstandards und der RNA-Sonde konnten drei Fragmente identifiziert
werden, die in der Grosse der 5°-UTR der hCATL-A, -A2 und -A3 entsprechen (Abb. 1A). Das
Fragment, deren Grosse 188 Nukleotide betrug, entsprach zwar der 5 -UTR der hCATL-A2
MRNA, aber dies konnte auch nach seiner Grdsse das 190 Nukleotid-Grosse Fragment sein, das
durch 5"-RACE-PCR identifiziert war (siehe Abb. 2C).

(3) Die kurzeste Variante, bezeichnet als hCATL-A3, dominiert in den untersuchten Geweben
und Zellen. Die Intensitat der Banden wurde am Phosphoimager quantitativ ausgewertet. Die
Werte wurden zunéchst auf die Zahl der vor RNAse-Verdau geschutzter Nukleotide normiert.
Daraus ergab sich, dass in vivo die kirzeste Form hCATL-A3 in 2 bis 4 facher Menge im
Vergleich zur langsten Form hCATL-A vorhanden ist (Tab. 1).

(4) Im Verhdltnis der drei einzelnen Banden untereinander gibt es keine signifikanten
Unterschiede zwischen Nierentumoren und normalem Nierengewebe (Tab. 1). Aus mehreren
Versuchen konnte gefolgert werden, dass die kiirzeste Spleissvariante sowohl in Nierentumoren
als auch in normalen Nierengeweben dominiert. In keinem untersuchten Fall, waren andere
Formen (hCATL-A oder -A2) héher oder gleich konzentriert als hCATL-A3.
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A
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Abb. 5 Bestimmung der Linearitat zwischen der RNA-Menge und eingesetzter radioaktiver
Sonde im Ribonuklease Protektion Assay.

(A) Sowohl die Gesamt-RNA aus einem Nierentumorgewebe als auch die [a-*?P] UTP-
markierte radioaktive Sonde wurden in unterschiedlichen Kombinationen flir den Assay
eingesetzt.

(B)und (C)  Die Mengenverhéltnisse von hCATL-A3 zu hCATL-A wurden nach der Intensitat der

einzelnen Banden am Phosphoimager berechnet und nach Variation der eingesetzten
Sonde bzw. RNA-Menge dargestellt.
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Daruber hinaus kommen zusatzliche, schwache Zwischenbanden vor (siehe Abb. 6A). Eine
davon steht zwischen zwei Banden von hCATL-A und A2, und entspricht nach seiner Grosse
dem 240 Nukleotidegrossen Fragment, das durch 5"-RACE-PCR kloniert war (siehe Abb. 2C).
Eine andere schwache Bande, die zwischen zwei Banden von hCATL-A2 und -A3 steht, ist uns
nicht bekannt. Da diese schwachen Fragmente nicht als vollstandige cDNAs kloniert werden
konnten, wurden sie auch nicht weiter untersucht.

Tab. 1 Vergleich des mRNA-Gehalts zwischen Form hCATL-A und -A3 in
verschiedenen Tumorzellen und einigen Tumorgeweben.

Die Intensitat der Banden, die auch in Abb. 4 A, B und C als ein Beispiel gezeigt waren, wurden
am Phosphoimager ausgewertet. Das Verhaltnis von hCATL-A3 zu hCATL-A wurde fir die
Tumorzelllinien und Tumorgeweben berechnet und wie folgt aufgelistet.

Zellen /Geweben Beschreibung Verhaltnis*
von hCATL-A3 zu hCATL-A
97TM1 Lungenkarzinom Zelllinie 2.9
103H Lungenkarzinom Zelllinie 2.5
HepG2 Leberkarzinom Zelllinie 2.1
MDA-MB3 Mammakarzinom Zellinie 5.1
HT?29 Kolonkarzinom Zellinie 4.2
Hela Cervixkarzinom Zellinie 2.0
K562 Myeloid Leukdmie Zellinie 2.1
A498 Nierenkarzinom Zellinie 2.1
Blut Gesamt-Blut Zellen 1.8
Haut Hautgewebe 2.7
Plazenta Plazentagewebe 2.4
Brust-tn Brusttumor-normale Zone 3.2
(n=2)
Brust-tp Brusttumor-periphere Zone 4.2
(n=2)
Niere-tn Nierengewebe-normale Zone 2.6
(n=8)
Niere-tp Nierentumor-zentrale Zone 2.7
(n=2)
Niere-tp Nierentumor-periphere Zone 2.9
(n=7)

* Mittelwert aus angegebenen Versuchen.
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Abb. 6 Analyse des hCATL-mRNA Gehalts in verschiedenen Geweben und Zellen durch

Ribonuklease Protektion Assay.

Je 10 pg Gesamt-RNA aus angegebenen Zellen (A) und Geweben (B und C) wurde fir den Assay mit
einer [alpha-P*] UTP markierten antisense RNA-Sonde eingesetzt, deren Sequenz das gesamte Exon 1
des hCATL-Gens (Abb. 1A) in der revers komplementéren Richtung umfasst. Nach der Hybridisierung
wurden die Proben durch die RNAse (A+T1) verdaut und auf dem Sequenzgel aufgeldst (siehe Punkt 2.7.,
Methoden). Die Pfeile zeigen die geschiitzten Fragmente, die in der Grosse den 5-UTRs von
verschiedenen Spleissvarianten entsprechen. Die molekularen Massen eines [gamma-P**] ATP markierten
DNA Standards sind in Nukleotidenzahl (nt) angezeigt. Die abgeklrzten Namen der Gewebe sind: tn=
Tumorgewebe/normale Zone; tp- Tumorgewebe/periphere Zone. Die Beschreibungen fur die
Tumorzellinien sind in Tabelle 1 erldutert.
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4.5.  Analyse der mRNA-Stabilitat der hCATL-A und -A3 durch Northern Blot

Wie die vorherige Untersuchung durch RT-PCR und RNAse Protection Assay zeigte, dominiert
die kirzeste Variante hCATL-A3 mRNA in den untersuchten Geweben und Zellen. Aus diesem
Vergleich der ,,steady-state* RNA-Konzentration lasst sich nicht auf gleiche RNA-Stabilitat der
einzelnen Varianten schliessen. Deshalb wurde die Stabilitat der einzelnen hCATL-A und -A3 in
transfizierten Zellen durch Northern Blot untersucht.

Da in HEK293-Zellen die endogene hCATL-mRNA zu gering war, um durch direkten Northern
Blot analysiert zu werden, wurden die HEK293-Zellen mit den pcDNA3.1(+)-
Plasmidkonstrukten der hCATL-A bzw. hCAT-A3 cDNAs transient transfiziert. Um die de novo
RNA-Synthese zu unterbrechen, wurden als Inhibitoren Actinomycin D (Inhibitor der RNA
Polymerase I, 11 und Il1) (8 pg/ml) bzw. DRB (5,6-chloro-1-beta-D-ribofuranosylbenzimidazole,
Inhibitor der RNA Polymerase 1) (21 pg/ml) eingesetzt. Zu dem angegebenen Zeitpunkten nach
Inhibitorzugabe wurde die Gesamt-RNA extrahiert und durch Northern Blot untersucht. Die Abb.
7 zeigt deutlich, dass die mRNA-Mengen nach der Inkubation des Inhibitors allmahlich
verringert werden. Die Auswertung der Banden am Phosphoimager und die Abschétzung der
Halbwertzeit nach der Gleichung RNAy, =-At/AInC[In2 (siehe Punkt 3.13, Methode) zeigte, dass
die Stabilitat der beiden mRNA-Varianten (t/2) vergleichbar ist und bei etwa 4 Stunden liegt.

Inhibitor DRB Actinomycin D DRB Actinomycin D
Zeit (h) 0 254055700 254.055 0 254055700 254.0557.0

e - BEERTEERY  Peevepenv

MRNA
.

BSRVA “ S SHIOUTF Sevebeveew

pcDNA3.1- hCATL- A pcDNA3.1- hCATL- A3

Abb. 7 Bestimmung der mRNA-t/2 von hCATL-Spleissvarianten durch Northern Blot.

HEK?293-Zellen wurden mit dem Expressionsvektor pcDNA3.1 mit der hCATL-A cDNA bzw. der
hCATL-A3 cDNA transient transfiziert (siehe Punkt 3.13.2, Methoden). 24 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen entweder mit Actinomycin D (8 pg/ml) oder DRB (5,6-chloro-1-3-D-
ribofuranosylbenzimidazole, 21 pg/ml) inkubiert, und nach den angegebenen Zeitpunkten wurden die
Gesamt-RNAs isoliert. Bei der Analyse durch den Northernblot wurden die hCATL-mRNA bzw.
humanen 18S-rRNA mit den entsprechenden cDNA-Sonden detektiert und am Phosphoimager
ausgewertet (siehe Punkt 2.10.5, Methoden). Die Zeitpunkte der RNA-Isolierung, die Banden der hCATL-
MRNAS bzw. der 18S-rRNA sowie die cDNAs, zu denen die Spuren gehdren, sind angegeben.
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4.6. Invitro Translation der cDNAs der Spleissvarianten hCATL-A, -A2 und -A3

Die Unterschiede der Spleissvarianten der hCATL-mRNA bestehen nur darin, dass sie in der 5°-
UTR eine voneinander abweichende Sequenz besitzen, die einen regulatorischen Effekt haben
kdnnte. Ein cis-agierendes Element in der 5°-UTR konnte die Translationseffizienz der mRNA
entweder positiv oder negativ beeinflussen (siehe Punkt 1.1., Einleitung) (Goossen et al., 1992;
Menotti et al., 1998; Paraskeva et al., 1999). Die Stabilitdt der mRNA kann ebenfalls durch cis-
agierende Elemente in der 5"-oder 3"-UTR bestimmt werden (Laterza et al., 1997; Linz et al.,
1997).

Da die verschiedenen Spleissvarianten den gleichen Leserahmen besitzen, sollten sie das gleiche
Translationsprodukt und die gleiche Precursor des hCATL-Proteins kodieren. Die in vitro
Translation ist nicht nur ein schneller Weg um festzustellen, was fir ein Protein durch die
Translation entstehen wird, sondern es kann auch bis zu einem gewissen Grad eingeschatzt
werden, ob die Translation der mRNA bereits in vitro reguliert wird (Paraskeva et al., 1999).

In diesem Versuch wurde ein Kaninchen Retikulozytenlysat als in vitro Translationssystem
verwendet. Da der Volumenanteil des Lysats im Ansatz uber 50 % betrégt, ist es nicht
auszuschliessen, dass die trans-agierenden Translationsfaktoren im Lysat noch ihre Funktionen
austiben koénnen.

Die drei vollstdandigen cDNAs der Spleissvarianten hCATL-A, -A2 und -A3, welche in den
pcDNA3.1-Vektor unmittelbar hinter den T7-Promotor inseriert wurden, wurden in diesem Assay
eingesetzt (Abb. 8). Die entstandenen Translationsprodukte wurden durch Zugabe von [**S]-
Methionin zum Reaktionsansatz radioaktiv markiert und auf den SDS-PAGE-Gel getrennt. Das
getrocknete Gel wurde dann durch Autoradiographie am Phosphoimager analysiert (siehe Punkt
3.10, Methoden). Die Auswertung der radioaktiv markierten Proteinbanden zeigte, dass alle
Produkte in der Grosse der bekannten hCATL-Praproenzym (grosse Bande) entsprachen (Abb.
8A). Die kleineren und schwécheren Banden kdnnten dem Proenzym/Precursor des hCATL
entsprechen, die durch Abspaltung des Signalpeptids entstanden sein kdnnten. Die Expression
des Translationsproduktes der hCATL-A3 cDNA war mindestens doppelt so hoch im Vergleich
zu den anderen beiden Formen hCATL-A und -A2 (Abb. 8B). Somit konnte schon durch einen in
vitro Translationstest beobachtet werden, dass die kiirzeste Spleissvariante (hCATL-A3) viel
effizienter translatiert wird als die anderen beiden.
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Abb. 8 In vitro Translation der hCATL-Spleissvarianten.

Die pcDNA3.1 (+)-Konstrukte mit den cDNAs der angegebenen hCATL-Spleissvarianten wurden in
einem gekoppelten Transkriptions/Translationssystem mit Kaninchen Retikulozytenlysat translatiert (siehe
auch Punkt 3.10, Methoden).

(A) Die [a-*S]-Methionin markierten Translationsprodukte wurden durch SDS-PAGE aufgeldst und
autoradiographiert. Die Positionen eines [**C]-markierten Proteinstandards sind links angezeigt.

(B) Die Expression der Spleissvarianten aus der Autoradiographie wurden im Phosphoimager
quantifiziert. Die Expression der hCATL-A mRNA wurde als Referenzwert =1 gesetzt und die
Expression der anderen Varianten hCATL-A2 und -A3 hierzu ins Verhaltnis gesetzt. Dargestellt
sind die Mittelwert (= Standardabweichung) von 6 unabhéangigen Versuchen.



Ergebnisse 41

4.7. In vivo Expression der vollstdandigen cDNAs von Spleissvarianten und quantitative
Cathepsin L-Bestimmung durch ELISA

Im zellfreien Translationssystem konnte gezeigt werden, dass die Translation der mRNA-
Variante offenbar durch trans-agierende Faktoren des Zelllysats auf unterschiedliche 5 -UTRs
beeinflusst wird. Dies ist jedoch nicht ausreichend, um eine Aussage zu treffen, inwieweit die
Translation verschiedener mRNAs in der intakten Zelle reguliert wird, wo manche regulatorische
Faktoren zusétzlich durch Membrankompartimente getrennt sind. Daruberhinaus ist es nicht
auszuschliessen, dass die Translation einer mRNA noch dadurch beeinflusst wird, dass die
verschiedenen mRNA-Isoformen des hCATL subzelluldr unterschiedlich lokalisiert sein kdnnten,
denn die 3"-UTR der hCATL-mRNA besitzt zweimal das Sequenzmotiv AUUUA, welches bei
manchen anderen Sduger-mRNAs als Lokalisierungssignal festgestellt wurde (Jacobs et al., 1996;
Deshler et al., 1998).

Um die Translationsrate der naturlich vorkommenden drei Spleissvarianten hCATL-A, -A2 und -
A3 zu untersuchen, wurden sowohl die humane Zelllinie, die HEK293, als auch die nicht-humane
Zelllinie, BHK21, mit den entsprechenden vollstdndigen cDNAs transient transfiziert. Dabei
wurde ein Cathepsin-L-ELISA verwendet, um die intrazellulare Proteinexpression zu
quantifizieren. Zuvor wurden die vollstandigen cDNAs der verschiedenen Spleissvarianten in den
Expressionsvektor pcDNA3.1 (+) einkloniert. Dabei wurde das cDNA-Fragment zwischen den
CMV-Promotor und dem BGH-poly(A)-Signal inseriert.

HEK293-Zellen wurden nach Austestung verschiedener Transfektionsreagenzien (DOTAP und
Fugiene 6, Roche; SuperFect, Qiagen; Lipofectin, Gibco BRL; Clonfectin, Clontech) mit dem
DOTAP-Reagenz unter Serum-freien Bedingungen transfiziert. Abgeschétzt durch das
grinfluoreszierende Reporter-Plasmid pd2EGFP-N1 konnte mit diesem Reagenz eine
Transfektionseffizienz von [60% erzielt werden (Abb. 9A und B) Fir BHK21-Zellen erwies sich
das Transfektionsreagenz Fugiene-6 (Roche) unter Serum-haltigen Bedingungen als optimal mit
einer Transfektionseffizienzvon bis zu 30 % (Daten nicht gezeigt).

Wahrend die mock-transfizierten (nativ) BHK21-Zellen fast keinen Hintergrundwert haben,
zeigen die nicht-transfizierten humanen HEK293-Zellen einen Hintergrundwert, der jedoch
unterhalb des linearen Messbereichs des hCATL-ELISA lag. Dies ist nicht verwunderlich,
handelt es sich doch um eine humane Zelllinie, mit endogener Expression von hCATL.

Da der hCATL-Precursor normalerweise ins Medium sezerniert wird, wurde hCATL zuvor
durch die Immunprazipitation auch im Medium untersucht (Chauhan et al., 1998). Der Versuch
sezernierte hCATL im Medium durch den ELISA zu quantifizieren, schlag fehl, da die Werte
unterhalb des messbaren linearen Bereichs lagen. Deswegen wurde die hCATL-Expression in
weiteren Versuchen nur im Zelllysat bestimmt (Abb. 10A und B).

Um die Werte auf unterschiedliche Transfektionseffizienz zu normieren, wurden die Zellen
gleichzeitig mit dem Reportergen-Plasmid pd2EGFP-N1 Kkotransfiziert. Die Expression des
Reportergens konnte mit einem Fluorimeter (Perkin-Elmer) quantifiziert werden (siehe Punkt
3.10.4, Methoden).
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A
B

Abb. 9 Transiente Transfektion der HEK293-Zellen mit dem GFP-Reportergenvektor
pd2EGFP-N1.

HEK?293-Zellen wurden in der Zelldichte von 5x 10° in 25 cm?-Kulturflasche ausgesét und 48h spéter mit
dem GFP-Reporterplasmid pd2EGFP-N1 (3 pg je 2 ml Medium) und DOTAP-Transfektionsmittel
(Roche) (24 pg je 2 ml Medium) transient transfiziert (siehe Punkt 3.13.2, Methoden). Die Fotoaufnahme
erfolgte 24 Stunden nach der Transfektion am Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss). Sowohl die gesamten
Zellen in einer Flache unter normalem Licht (A) als auch die grin-fluoreszierenden Zellen in der gleichen
Flache wurden dokumentiert.
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Abb. 10 In vivo Expression von hCATL-Protein durch die Spleissvarianten.

HEK293- (A) bzw. BHK21-Zellen (B) wurden durch die pcDNA3.1 (+)-Konstrukte mit den vollstandigen
hCATL-cDNAs transient transfiziert (siehe Punkt 3.11.2, Methoden). 24 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen geerntet. Der hCATL-Proteingehalt im Zelllysat wurde mittels hCATL-ELISA
bestimmt, die Werte der hCATL-A Expression als Referenzwert (100%) gesetzt und die Expression der
anderen Varianten darauf bezogen und in Prozent angegeben.

(A)  Transiente hCATL-Expression in HEK293-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte (+
Standardabweichung). Anzahl der Versuche: n=12; [0 p<0.01 (Student’s t-Test fur unpaare
Stichproben).

(B) Transiente hCATL-Expression in BHK21-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte (+
Standardabweichung) von 3 unabhangigen Versuchen.
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Von Versuch zu Versuch variierten zwar die Absolut-Werte bei der ELISA-Bestimmung. Jedoch
sind die relativen Verhéaltnisse zwischen den Spleissvarianten beim Vergleich mehrerer
Messreihen nahezu konstant. Die Abb. 10A und B zeigen, dass die Spleissvarianten auch in vivo
mit unterschiedlicher Effizienz translatiert werden. Sowohl in humanen Zellen (HEK293) als
auch in nicht-humanen Zellen (BHK21) zeigte die kirzeste Spleissvariante die hochste
Expression, und zwar eine bis zu 3 fach hohere Expression im Vergleich zu den anderen beiden
(Abb. 10A und B). Dieses Ergebnis des in vivo Expressionssystems war konsistent mit den Daten
aus den in vitro Translationsuntersuchungen und bestétigten nochmals den Wert dieses in vitro
Translationssystems. Der Versuch, die Expression der hCATL-Spleissvarianten in stabil
transfizierten BHK21-Zellen zu bestimmen war erfolglos, da die Expression der hCATL-
Varianten unter diesem Umstédnden zu gering war, um durch den linearen Messbereich des
hCATL-ELISAs erfasst zu werden.

4.8. Einfluss der verschiedenen 5-UTRs von Spleissvarianten auf die
Translationseffizienz des Grin-fluoreszierenden Proteins (GFP)

4.8.1. Pilotexperimente fur die Expression der Reportergen-Konstrukte

Alle Unterschiede, welche die verschiedenen Spleissvarianten in ihrer Expression aufweisen,
kénnen auf Unterschiede in der 5"-UTR zurtickgefiihrt werden. Deswegen wurde im nédchsten
Schritt untersucht, ob die verschiedenen 5 -UTRs allein in der Lage sind, die Translationsrate
eines fremden Leserahmens unterschiedlich zu beeinflussen. Daflir wurden zunéchst Konstrukte
mit einem heterologen Reportergen hergestellt und in humanen HEK293-Zellen transient
exprimiert. Als Reportergen diente in diesem Versuch das d2EGFP (destabilized Enhanced
Green Fluoroscent Protein), welches eine Halbwertszeit von nur 2 Stunden besitzt.

In Vorversuchen erfolgte eine Optimierung der Bedingungen fiur die GFP-Expression und die
Fluoreszenzbestimmung. Zuerst wurde die Zeitabhéngigkeit der GFP-Fluoreszenz nach erfolgter
Transfektion tberprift. Das Ziel war die Ermittlung des Inkubationszeitraumes mit linearem
Fluoreszenzanstieg. Dazu wurden die HEK293-Zellen mit dem Vektor pd2EGFP-N1 und dem
Transfektionsmittel DOTAP transfiziert, zu bestimmten Zeitpunkten nach der Transfektion
geerntet und die GFP-Fluoreszenz im Zelllysat bestimmt. Die Abb. 11 zeigt, dass die GFP-
Fluoreszenz 11-12 Stunden nach der Transfektion anfangt linear zu steigen, und diese Linearitat
noch bis zu 25 Stunden anhdlt.

Im zweiten Versuch sollte Gberprift werden, ob die GFP-Expression von der Zelldichte abhéngig
ist, da die Zelldichte die Effizienz der Transfektion beeintrachtigen kénnte. Somit kdnnten
Unterschiede der Fluoreszenz durch unterschiedliche Zellzahl bedingt sein. Zur Klarung dieser
Problems wurden HEK293-Zellen mit verschiedener Zellzahl in 25 cm?-Kulturflaschen ausgest
und mit dem Vektor pd2EGFP-N1 transfiziert. Die Abb. 12 zeigt, dass die GFP-Fluoreszenz bei
Zellzahlen von 2-6x 10° Zellen pro Flasche im untersuchten Bereich linear steigt. Oberhalb von
6x 10° Zellen pro Flasche erreichte die Zunahme der Fluoreszenz einen Sattigungswert. Die
Absolut-Werte bei den einzelnen Versuchsgruppen waren unterschiedlich, aber die Linearitat
innerhalb der Gruppe reproduzierbar. Tatsachlich konnte bei einer Zellzahl von 4-6 x 10° pro 25
cm?-Kulturflasche reproduzierbare Werte erzielt werden (Abb. 12).
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Abb.11 Abhangigkeit der GFP Expression von der Zeit nach der Transfektion.

Die HEK293 Zellen wurden mit dem Reportergen pd2EGFP-N1 Plasmid transient transfiziert und zu den
bestimmten Zeitpunkten fir die Fluoreszenzbestimmung geerntet. Die Z&hlung der angegebenen
Zeitpunkte begann mit der Inkubation des Transfektionsmittels mit den Zellen zum Zeitpunkt (t=0). Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte von drei unabhéngigen Versuchen.
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Abb.12 Abhangigkeit der GFP Expression von der Zelldichte.

HEK?293-Zellen wurden in der angegebenen Zelldichte in 25 cm? Kulturflaschen ausgesét und und 48h
spater mit dem GFP-Reportergen pd2EGFP-N1 transient transfiziert. Die Zellernte fir die
Fluoreszenzbestimmung erfolgte 24 Stunden nach der Transfektion. Die Werte sind Mittelwerte von drei
unabhéngigen Versuchen.
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4.8.2. Transiente Expression der d2EGFP-Konstrukte in HEK293-Zellen

Um den Effekt der 5-UTR der hCATL-Spleissvarianten auf die Translationzeffizienz
unabhangig von ihren Leserahmen (hCATL) festzustellen, wurden zunéchst die drei natirlich
vorkommende 5°-UTRs der hCATL-A, -A2 und -A3 ,in frame* vor den Leserahmen des
Reportergen d2EGFPs eingefligt. Somit wurde der Cathepsin L-Leserahmen durch den d2EGFP-
Leserahmen ersetzt (Abb. 13a, b und c).

Mit diesen drei Konstrukten und dem leeren Reporter-Plasmid pd2EGFP-N1 (Abb. 13a, b, ¢ und
g) wurden die HEK293-Zellen transient transfiziert. Um die Werte statistisch zu sichern, wurden
die Transfektionen unter verschiedenen Bedingungen reproduziert. Dazu wurden 15-20
Transfektionen unabhangig voneinander durchgefiihrt. Zusétzlich wurden auch verschiedene
Transfektionsmittel und Plasmid-Préparationen eingesetzt. Dabei variierten zwar die Werte der
Fluoreszenzbestimmung von Transfektion zu Transfektion. Die Verhaltnisse zwischen
verschiedenen Absolutwerten aus einem Versuch blieben jedoch konstant und liessen sich
statistisch gut berechnen. Die Werte des d2EGFP-Konstruktes mit der 5°-UTR der hCATL-A
wurde als Referenz (100%) definiert und die anderen Werte darauf bezogen.

In Abb. 14 sind die Mittelwerte (xStandardabweichung) von 15 Versuchen berechnet und
dargestellt. Die 5-UTRs der Spleissvarianten hCATL-A (a) und hCATL-A3 (c) zeigten
signifikant unterschiedliche Reportergen-Expression der entsprechenden Konstrukte (CJp< 0,05).
Die 5°-UTR der kirzesten Variante (hnCATL-A3) bewirkte eine bis zu 75% hohere Expression als
die anderen beiden Varianten (hnCATL-A bzw. -A2).

Das leere Reporterplasmid pd2EGFP-N1 wurde paralell transfiziert, um den Hintergrundsignal
des leeren Plasmids (negative Kontrolle) zu tberpriifen und um den Effekt der einklonierten 5°-
UTR-Fragmente der hCATL-mRNA abzuschétzen. Dabei zeigte das leere Plasmid eine deutlich
niedrigere Expression (Hintergrund) gegenuber den anderen Konstrukten. Diese Beobachtung
entsprach den Erwartungen und erklarte sich aus der Tatsache, dass das ,,leere” Plasmid anstelle
einer funktionellen 5"-UTR (der mRNA des Wildtyp-GFPs) nur die ,,Restriktions-Kassette* der
multiplen Klonierungsstelle (ca. 60 nt) enthalt.

Die bisherigen Ergebnisse weisen zusammen mit dem Reportergen Assay darauf hin, dass eine
Sequenz, welche in der 5°-UTR von hCATL-A3 mRNA nicht vorhanden ist, zu fehlender und
geringerer Effizienz bei der Translation von hCATL-A bzw. -A2 fiihrt.

Um diese Aussage genauer zu uberprifen, wurden weitere d2EGFP-Konstrukte mit diesen
fehlenden Teilen hergestellt, welche die angegebenen Abschnitte von Nukleotid 132 bis zum
Ende des Exon 1 vor dem Leserahmen des d2EGFP enthielten (Abb. 13d, e und f). Die Analyse
zeigte, dass die Expression des Konstruktes mit Nukleotiden 132-188 (Abb. 13f) aus Exon 1
signifikannt niedriger war (Abb. 14f). Hingegen konnte das Konstrukt mit Nukleotiden 188-278
aus Exon 1 (Abb. 13e) eine Reportergen-Expression erzielen, die signifikannt hoher war als die
des Referenz-Konstruktes (Abb. 14e). Daraus kann geschlossen werden, dass in diesem Bereich
zwischen Nukleotid 132 und 188 ein cis-agierendes Sequenz-Element vorhanden sein konnte,
welches die Translation negativ beeinflusst.

Parallel zu den Fluoreszenzbestimmungen erfolgte auch die Analyse der GFP-mRNA durch
Northern Blot. Hierzu wurde Gesamt-RNA auf eine Nylonmembran transferiert. Die Membranen
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hCATL-5-UTR d2EGFP- ORF
a [ 0 |
+1 132 188 278
b I
+1 188
c [N I
+1 132
d I 43 | ——
132 278
e I
188 278
f I I
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g I
Abb. 13 Die pd2EGFP-Konstrukte fur die Charakterisierung der verschiedenen 5" -UTRs der

hCATL-Spleissvarianten.
Die 5"-UTRs der Spleissvarianten wurden entweder vollstandig (a, b und c) oder teilweise (d, e und f) vor
dem Leserahmen des GFP-Reportergenes von der Vektor pd2EGFP-N1 eingefihrt. Folgende Fragmente
dienten als 5"-UTR flir das d2EGFP-Reportergen:

(@) Die gesamte 5-UTR der langsten Form hCATL-A. Dies entspricht dem gesamten Exon 1 des
hCATL.

(b) Die gesamte 5"-UTR der mittleren Form hCATL-AZ2. Dies entspricht den Nukleotiden 1-188 des Exon
1.

(c) Die gesamte 5 -UTR der kiirzesten Form hCATL-A3. Dies entspricht den Nukleotiden 1-132 des
Exon 1.

(d) Nukleotide 133-278 des Exon 1, welche bei der Form hCATL-A3 gegeniiber der Form hCATL-A
fehlen.

(e) Nukleotide 188-278 des Exon 1, welche bei der Form hCATL-A2 gegeniiber der Form hCATL-A
fehlen.

(F) Nukleotide 133-188 des Exon 1, welche bei der Form hCATL-A3 gegeniiber der Form hCATL-A
fehlen.

(g) Die multiplen Klonierungsstelle (ca. 60 nt) im Vektor pd2EGFP-NL1 als Kontrolle.
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Abb. 14 Transiente Expression der d2EGFP-Reporterkonstrukte mit den 5"-UTRs der
hCATL-Spleissvarianten.

Die 5-UTR-pd2EGFP-N1 Reportergen-Konstrukte, wie in Abb. 13 beschrieben, wurden in
HEK293-Zellen transient exprimiert. Die GFP-Fluoreszenzbestimmung erfolgte im Zelllysat. Die
Fluoreszenzwerte des hCATL-A 5 -UTR-Konstruktes (a) wurde als Referenzwert (100%) gesetzt
und alle andere Messwerte eines Versuchs wurden darauf bezogen und in Prozent angegeben. Die
Reihenfolge von ,a“ bis ,g“ entspricht den in Abb. 13. Dargestellt sind Mittelwerte *
Standardabweichung (Anzahl der Versuche: n=15) [0 p<0.05 (Student’s t-Test fur unpaare
Stichproben).

ad

?iil“.'.iil..l.ljﬂ GFP-mRNA

—  [B-Actin-mRNA

Abb. 15 Bestimmung des GFP-mRNA Gehalts durch Northern Blot.

HEK293-Zellen wurden durch die Reportergen pd2EGFP-N1 Konstrukte mit den 5 -UTRs der
hCATL-A, -A2 und -A3 sowie dem leeren Plasmid allein transient transfiziert (siehe a,b,c, und g
in Abb. 13). 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen fir die Isolierung der Gesamt-
RNA und die Bestimmung der GFP-Fluoreszenz geerntet. Die GFP-mRNA in den Gesamt-RNAs
wurde durch Northern Blot mit einer GFP-spezifischen cDNA-Sonde analysiert (siehe Punkt
3.13.5, Methoden). Die Werte wurden durch die Hybridisierung mit der 3-Actin spezifischen
cDNA-Sonde normiert. Die Spuren, die den entsprechenden Reportergen-Konstrukte gehéren,
sind angezeigt.
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wurden mit einer GFP-spezifischen und radioaktiv markierten cDNA-Sonde hybridisiert und am
Phosphoimager ausgewertet. Die Werte fir GFP-mRNA wurde durch sukzessive Hybridisierung
mit der 3-Actin spezifischen cDNA-Sonde normiert. Diese Analyse zeigte, dass kein Unterschied
zwischen der mRNA-Konzentration verschiedener Konstrukte bestand. Beobachtung zeigte
abschliessend, dass die unterschiedliche Expression des GFP-Proteins nicht auf Unterschiede in
der Transkription sondern tatsdchlich auf die unterschiedliche Translation zurtickzufuhren war.
Dieses Experiment bestétigte nochmals die Bedeutung der 5°-UTRs der hCATL-Spleissvarianten
flr die Translationseffizienz und damit die Genexpression.
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5. Diskussion
5.1. Alternatives Spleissen des hCATL-Transkripts
5.1.1. Identifizierung der neuen Spleissvariante der hCATL-mRNA

Bisherige Kenntnisse durch Slot-Blot bzw. RT-PCR sprechen dafiir, dass verschiedene
Spleissvarianten der hCATL-mRNA in den meisten Geweben und Zellen ubiquitéar vorkommen,
zumindest in den Geweben, aus denen diese Varianten kloniert waren (Chauhan et al., 1991;
Rescheleit et al., 1996). Die hCATL-A und hCATL-B mRNAs waren einzeln aus zwel
unterschiedlichen cDNA-Banken selektioniert und kloniert worden (siehe Abb. 1A) (Gal et al.,
1988; Joseph et al., 1988). Warum es keiner der beiden Arbeitsgruppen gelang, die hCATL-A
und -B cDNAs zusammen zu isolieren, blieb ungeklart. Zwei weitere Formen der hCATL-
MRNA, ndmlich hCATL-A1 und -A2, sind als Varianten fir hCATL-A mRNA spéter bekannt
geworden (siehe Abb. 1A) (Rescheleit et al., 1996). Bei dieser Klonierung durch RT-PCR war es
ebenfalls nicht gelungen, alle Formen der hCATL-mRNA zu gewinnen.

Die Unterschiede der obengenannten mRNA-Formen des hCATL liegen in der 5-UTR. Die
Exon/Intron-Aufteilung wurde zuerst fur hCATL-A beschrieben und das alternative Spleissen der
anderen Varianten auf diese Form und ihre Exon/Intron-Grenzen bezogen. In allen Varianten sitzt
die Translationsstartstelle 13 Nukleotide nach dem 5"-Ende des Exon 2. Das alternative Spleissen
findet entweder im Exon 1 oder im Intron 1 statt. In der hCATL-A mRNA bleibt das Exon 1 mit
278 Nukleotiden komplett und das Intron 1 wird entfernt (siehe Abb. 1A) (Gal, et al., 1988). Bei
der Entstehung der Form hCATL-B mRNA wird das Exon 1 mit dem grdssten Teil des Intron 1
zusammen herausgeschnitten. Deshalb befindet sich kein Teil des Exon 1 in der 5-UTR von
hCATL-B mRNA, sondern nur ein kleiner Teil des Intron 1 (siehe Abb. 1A) (Joseph, et al.,
1988). Bei den zwei weiteren alternativen Formen hCATL-Al und -A2 mRNA findet das
alternative Spleissen ausschliesslich im Exon 1 statt. Durch das alternative Spleissen am 3"-Ende
ist das Exon 1 von 278 Nukleotiden (hnCATL-A) auf 253 bzw. 188 Nukleotide (hRCATL-A1 bzw.
-A2) verkurzt worden (siehe Abb. 1A) (Rescheleit et al., 1996).

Aus dem obengenannten Vergleich der Spleissvarianten wird klar, dass die hCATL-A, -Al, -A2
mRNAs eine gemeinsame Sequenz am 5°- bzw. 3"-Ende haben mussten. Um samtliche cDNAS
aller hCATL-Transkripte durch RT-PCR zu amplifizieren und zu klonieren wurden in der
vorliegenden Arbeit spezifische Primerpaare nach den bekannten Sequenzdaten der hCATL-A
bzw. hCATL-B mRNA aus der Genbank entworfen.

Auf diese Weise konnten die vollstandigen cDNAs der beiden bekannten hCATL-A und -A2
kloniert werden. Ein neues und in vivo auch als dominierend erkanntes Fragment konnte auf dem
Agarosegel beobachtet werden. Durch die Klonierung und Sequenzierung wurde dieses als
Spleissvariante identifiziert und als hCATL-A3 bezeichnet. Es handelte sich um eine bisher noch
unbekannte und besonders kurze Spleissvariante der hCATL-mRNA. Im Vergleich zu den
Varianten hCATL-A bzw. hCATL-A2 mRNA wurde dabei das Exon 1 durch alternatives
Spleissen auf 132 Nukleotide verkdirzt.

Im Verlauf dieser Untersuchung gelang es nicht, die mMRNA der hCATL-AL1 als vollstdndiges
cDNA Fragment zu klonieren, obwohl die eingesetzten Primer fir die cDNAs der hCATL-A, -
Al, -A2 und -A3 identisch waren. Dariiber hinaus konnte trotz aller Versuche weder ein PCR
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Produkt noch ein cDNA Fragment fir die hCATL-B gewonnen werden. Es ist bislang ungeklart,
ob diese Variante hCATL-B (Joseph et al., 1988) eventuel ein Artefakt ist. Die Tatsache, dass die
cDNAs der Varianten hCATL-A und -B nur unabhdngig voneinander aus verschiedenen cDNA-
Banken kloniert werden konnten, obwohl die eingesetzten Sonden fir die beiden cDNAs
identisch waren, spricht jedoch schon daftr, dass hCATL-B einen Artefakt darstellt.

Deswegen ist es wahrscheinlich, dass nur die Formen hCATL-A, -A2 und -A3 natirlich
vorkommen. Diese Vermutung wird ebenfalls durch die Sequenzanalyse der 5-UTR des
hCATL-Gens und der resultierenden Identifizierung potenzieller Spleissstellen unterstitzt: ein
alternatives Spleissen der hCATL-Transkripte kann demzufolge aus der Sequenz des hCATL-
Gens angenommen werden (siehe Punkt 4.1, Abb. 1B). Das Exon 1 enthalt dreimal die AG/GU
Sequenz, die als Konsensus-Sequenz fiir eine 5°-Spleissstelle bzw. fiir eine Exon/Intron-
Verbindungsstelle bezeichnet wird (Krauss, 2000; Seraphin et al., 1989; Siliciano et al., 1988;
Zhuang et al., 1986). Die drei Sequenzen in Exon 1 befinden sich genau an den Stellen, wo ein
alternatives Spleissen fur hCATL-A bzw. hCATL-A2 mRNA sowie fir die neue Spezies
hCATL-A3 mRNA stattfindet (siehe Abb. 1B). Eine solche AG/GU Konsensus-Sequenz muss
zwar nicht unbedingt eine entscheidende Rolle beim alternativen Spleissen spielen, es kann
jedoch ebenfalls in ihrer N&he ein kryptisches Spleiss-Signal fur Spleiss-Faktoren geben. Zudem
kdnnten sich moégliche ,,Exonic Splice Enhancer* in Exon 2 befinden, da bisher bekannte ,,Exonic
Splice Enhancers®” normalerweise in einem stromabwartsliegenden Exon liegen (Selvakumar and
Helfman, 1999; Bourgeois et al., 1999). Nach bisherigen Kenntnissen kodnnen die
antagonistischen Wechselwirkungen zwischen hnRNP A/B und SR-Proteinen durch die
kryptischen Spleissstellen in Exon 1 bzw. in Intron 1 sowie durch die mdglichen ,,Splice
Enhancers® in Exon 2 des hCATL zu einem alternativen Spleissen fuihren. Dabei kdnnten neben
der ,,normalen* bzw. ,distalen* 5 -Spleissstelle (wie z.B. fur die Variante hCATL-A) auch
»proximale** 5°-Spleissstellen (fur die Variante hCATL-A2 bzw. A3) in Exon 1 erkannt und
benutzt werden (Caceres und Krainer, 1997; van Oordt et al., 2000; siehe auch Punkt 1.3.3,
Einleitung).

5.1.2. RACE-PCR zur Aufklarung der 5- und 3"- mRNA-Enden

Bisher gab es keine Untersuchung dariiber, ob die 5°- bzw. 3"-Enden der bekannten hCATL-
cDNAs mit der Transktiptionsstartstelle bzw. dem poly(A)-Schwanz des hCATL-Gens identisch
waren, da die Enden des hCATL-Transkripts bisher noch nicht mit hCATL-spezifischen Primern
oder Sequenzen weiter verfolgt wurden. Zu diesem Zweck werden haufig Methoden wie RACE-
PCR, Primer Extensio Assay oder auch RNAse Protection Assay eingesetzt. In der vorliegenden
Arbeit wurde die 5- bzw. 3-RACE-PCR benutzt, um alle 5°- bzw. 3-UTR der hCATL-
Transkripte mit einem identischem Ansatz an genspezifischen Primern zu gewinnen und zu
analysieren.

Die bisher bekannten hCATL-cDNAs sind in ihrem Leserahmen, der die Exons 2-7 beinhaltet,
identisch. Deshalb war es mdglich, genspezifische antisense Primer aus Exon 2 fir 5"-RACE-
PCR abzuleiten und alle 5°-UTRs der hCATL-mRNA"s gemeinsam zu amplifizieren. Aufgrund
der Grosse der 5-RACE-PCR Fragmente (siehe Abb. 2B) und der Sequenzanalyse konnte
gezeigt werden, dass die Transkriptionsstartstelle fir hCATL in den Spezies hCATL-A, -A2 und
-A3 Ubereinstimmen. Damit wurde die Vollstandigkeit unserer cDNA-Klone flr das jeweilige 5"-
Ende bewiesen. Das Vorhandensein eines gemeinsamen Transkriptionsstartes lasst auch darauf
schliessen, dass fur das Entstehen der beobachteten hCATL-mRNA-Variante nicht
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unterschiedliche Promotoren aktiviert werden, sondern dass posttranskriptionelle Mechanismen,
wie das alternative Spleissen hierfiir anzunehmen sind.

Daruiber hinaus konnten noch zusétzlich zwei neue Fragmente identifiziert werden, die zwar
identische Sequenzen zum Exon 1 besitzen, aber am 5-Ende auf jeweils 240 bzw. 190
Nukleotide verkirzt sind. Es ist unwahrscheinlich, dass diese beiden Fragmente durch eine
unzureichende Amplifizierung der PCR entstanden waren, da die Sequenzierung dieser
Fragmente zeigte, dass die 5°-Enden dieser Fragmente mit der Cytidin-Markierung [poly(C)-
Schwanz] durch die Terminal-deoxynukleotidyl-Transferase abgeschlossen waren. Das bedeutet,
dass diese Fragmente bei 5-RACE-PCR bis zum 5 -Enden amplifiziert wurden.

Die Frage stellt sich, wodurch diese beiden Fragmente entstehen? Ein alternatives Spleissen
kommt dabei nicht in Frage, da die Unterschiede am 5°-Ende des ersten Exon (5"-UTR) liegen,
vorausgesetzt, dass die Angaben Uber die Exon-Intron Verhaltnisse des hCATL-Gens stimmen,
d.h. vor dem bekannten Exon 1 keine weitere Intron-Sequenz vorhanden ist. Eine Mdoglichkeit
waére, dass eine alternative Stellen fur den Transkriptionsstart im hCATL-Gen vorhanden ist, wie
es bei der Regulation anderer Gene gezeigt wurde, bei denen alternative Promotoren aktiviert
werden (Brewer, 1999; Huang et al., 1999; Aizencang et al., 2000; Kawakubo and Samuel,
2000). Dafur muss die 5°-flankierende Sequenz des hCATL-Gens kloniert und untersucht
werden. Eine weitere Mdglichkeit konnte sein, dass die beiden Fragmente zuféllig durch den
Abbau des hCATL-Transkripts durch Endonukleasen entstehen. Bei der 5"-RACE-PCR war die
Grosse der beiden fraglichen Fragmente (240 bzw. 190 Nukleotide) nicht sehr verschieden von
den bekannten Spleissvarianten hCATL-A bzw. -A2 (278 bzw. 190 Nukleotide), wenn die PCR
Fragmente auf dem Agarosegel direkt beobachtet wurden (siehe Abb. 2B). Daher konnte durch
RACE-PCR nicht abgeschéatzt werden, wieviel von diesen beiden ,,Formen® in der Gesamt-RNA
vorhanden ist. Ein quantitativer Vergleich war aber durch RNAse Protection Assay mdoglich, da
diese Fragmente komplementére Bereiche zu der eingesetzten Sonde besitzen (siehe Punkt 4.4
und Abb. 6). Tatsachlich konnte eine schwache Bande beobachtet werden, die in der Grosse dem
Fragment von 240 Nukleotide entsprach. Die andere Bande, die dem Fragment von 190
Nukleotiden entsprach, konnte der Grdsse nach auch die bekannte Form hCATL-A2 sein (siehe
Punkt 4.4 und Abb. 6A).

Um die 3"-Enden der hCATL-Transkripte zu detektieren, wurde die 3"-RACE-PCR durchgefihrt.
Dabei wurden zwei sense Primer in Exon 5 bzw. Exon 6 des hCATL eingesetzt, da die cDNA
Sequenzen der hCATL-Varianten im Bereich von Exon 2 bis 7 identisch waren (siehe Punkt 4.2
und Abb. 3A). Durch nested -PCR wurden drei PCR-Fragmente amplifiziert (siehe Punkt 4.2 und
Abb. 3B). Ein ungefahr 1000 nt Fragment war der Sequenz nach mit der 3"-UTR Sequenz der
drei Spleissvarianten hCATL-A, -A2 und -A3 identisch. Die anderen zwei kiirzeren Fragmente
zeigten identische Sequenzen mit den Primern, aber keinen Homologiebereich mit der Sequenz
der hCATL-mRNA und resultierten wahrscheinlich aus unspezifischen Primerbindungen. Daher
konnten weitere Variationen in der 3"-UTR der hCATL-Transkripte ausgeschlossen werden.
Dariiber hinaus wurde kein zusatzliches PCR Fragment fur die hCATL-B mRNA amplifiziert,
obwohl letztere sich in der 3-UTR von der hCATL-A mRNA unterscheiden sollte (Chauhan et
al, 1991). Auch dieser Befund spricht dafur, dass hCATL-B einen Artefakt darstellt.
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5.2.  Verteilung der hCATL-Spleissvarianten in verschiedenen Geweben und Zellen
durch RT-PCR und RNAse Protection Assay

Durch die Klonierung und Sequenzierung sowie durch RACE-PCR wurde Klar, dass nicht alle
beschriebenen Spleissvarianten der hCATL-mRNA wieder zu gewinnen waren. Jedoch war es
sicher, dass die drei Spleissvarianten hCATL-A, -A2 und -A3 zumindest in der Gesamt-RNA
vorhanden sein konnten. Um die Verteilung der Spleissvarianten in einem relativ grossen
Gewebe-Spektrum zu untersuchen, wurde zunéchst RT-PCR verwendet, denn diese Methode ist
auch bei geringen RNA-Mengen einsetzbar. Dabei wurden verschiedene Primerpaare getestet,
um die Spleissvarianten gemeinsam zu amplifizieren und die Grosse der PCR-Produkte zwischen
300 und 600 Nukleotiden zu beschréanken. Die RT-PCR bestatigte, dass drei bis vier Fragmente
mit dem eingesetzten Primerpaar (siehe Abb. 4A) parallel amplifiziert werden konnten, die ihrer
Grosse nach den hCATL-A, -A2 und -A3 entsprachen (siehe Punkt 4.3 und Abb. 4B, C und D).
Das legte die Schlussfolgerung nahe, dass die Primerbindungssequenzen ausserhalb des
alternativen Spleisssignal liegen (siehe Punkt 4.3 und Abb. 4A). Durch die Sequenzanalyse dieser
PCR-Produkte wurde auch bestatigt, dass drei von den vier PCR-Fragmenten tatséchlich die
Spleissvarianten reprasentieren. Die RT-PCR-Analyse Uber die Verteilung der Spleissvarianten
(siehe Punkt 4.3 und Abb. 4B, C, D) konnte in erster Linie zeigen, dass die drei Spleissvarianten
in den meisten untersuchten Geweben und Zellen vorkommen, und dass die neue Spezies
hCATL-A3 eine dominierende Spleissvariante in allen untersuchten Geweben war.

Die PCR Fragmente wurden nicht quantitativ ausgewertet, da die grésseren Fragmente, die den
hCATL-A und -A2 entsprechen, aus den meisten Geweben wie z.B. aus der Magen- und
Duodenumschleimhaut, Haut und Brustgewebe sowie aus manchen Nierengeweben sehr schwach
amplifiziert waren (siehe Abb. 4C und D). Zwar konnte nach Intensitat der drei Banden grob
abgeschétzt werden, dass die kirzeste Spleissvariante in den Geweben und Zellen dominiert, aber
eine solche Quantifizierung konnte jedoch zu einer falschen Aussage fihren, da ein PCR-
Fragment durch unspezifische Primerbindung aus einem anderen Gen stammen konnte.

Eine semi-quantitative Bewertung ist jedoch erforderlich, um zu klaren, wie die verschiedenen
Spleissvarianten in den Geweben und Zellen verteilt sind. Eine unterschiedliche Verteilung der
MRNA-Formen in Geweben konnte Hinweise darauf geben, ob die Genexpression durch
alternatives Spleissen reguliert wird (Kraaij et al., 1998; Kone and Higham, 1998; Hofmann et
al., 2000 ).

Deswegen wurde hier ein RNAse Protection Assay als weiteres Nachweissystem verwendet. Flr
die Sonde des RNAse Protection Assays, deren Sequenz dem gesamten Exon 1 (278 Nukleotide)
des hCATL-Gens entsprach, wurde eine Datenbankrecherche durchgefihrt. Diese zeigte, dass in
der Genbank keine bekannte humane cDNA vorhanden war, die einen Homologiebereich von
ungefahr 20 Nukleotiden (berschreitet. Die Ergebnisse des RNAse Protection Assays zeigten
deutlich, dass drei Fragmente durch die antisense RNA-Sonde vor RNAse-Verdau geschutzt
wurden, die in der Grosse den hCATL-Spleissvarianten entsprachen (siehe Punkt 4.4 und Abb.
5). Das bedeutet, dass diese drei Spleissvarianten auch in vivo vorkommen und tatsachlich keine
Artefakte der RT-PCR sind.

Die erhohte Expression von hCATL-mRNA und -Protein in den meisten Tumoren gegenuber
normalem Gewebe sind miteinander positiv korreliert. Eine Ausnahme bildet die Niere. Trotz
hoher mRNA-Konzentration ist hCATL-Protein und Cathepsin L-Aktivitadt in Nierentumoren
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gegentber normalem Nierengewebe nur gering nachweisbar (Kirschke et al., 1997; Chauhan et
al., 1993). Die erhohte Exkretion des hCATL im Urin beim Nierentumor oder im Sputum bei
Lungentumor konnte eine Erklarung dafur sein. Jedoch widerspricht dies den Befunden bei
Kolon- und Leberkarzinomen, da auch diese sekretorischen Organe eine erhéhte hCATL-mRNA
und -Proteinexpression bei gleichzeitig erhohter hCATL-Ausscheidung zeigten. Deshalb stellte
sich die Frage nach der Ursache dieser Diskrepanz, und ob die Spleissvarianten der hCATL-
MRNA damit zu tun haben kdnnten.

Uber das Missverhaltnis zwischen hCATL-mRNA und -Protein in malignen Nierentumoren
gegeniiber normalem Nierengewebe ldsst sich vielféltig spekulieren. Eine Moglichkeit ware, dass
ein Nierentumor ein anderes Verhéltnis in der Menge der einzelnen Spleissvarianten haben
konnte, als das entsprechende normale Gewebe. Es gibt Berichte Uber alternatives Spleissen, in
denen mRNA-Formen in gewebespezifischen Verhaltnissen produziert werden wie z. B. die
Phosphodiesterase PDE11A Varianten (Yuasa et al., 2000). Rescheleit et al. (1996) hatten die
Spleissvarianten hCATI-A, -Al und -A2 mRNA durch RT-PCR in Nierentumoren untersucht.
Dabei wurde festgestellt, dass die hCATL-A mRNA in normalem Nierengewebe dominiert,
wahrend die hCATL-A2 mRNA im Gegenteil in malignen Nierentumoren starker exprimiert wird
als die hCATL-A mRNA. Die Analyse durch RT-PCR und auch durch RNAse Protection Assay
der vorliegenden Arbeit unterstiitzen jedoch diese Hyphotese nicht (siehe Punkt 4.3-4 und Abb. 4
und 6 ). Aufgrund der Intensitat der einzelnen Banden untereinander, die die Spleissvarianten
représentieren, ist kein signifikanter Unterschied zwischen dem Nierentumor und normalem
Nierengewebe sowie in den anderen Geweben zu beobachten (siehe Tabelle 1).

Eine andere Mdglichkeit ware, dass irgendein Typ der Spleissvarianten der hCATL-mRNA in
den Geweben und Zellen transkribiert wird, aber entweder mit sehr niedriger Effizienz oder gar
nicht translatiert wird. Diese zweite Mdglichkeit konnte fir die Expression des hCATL der Fall
sein. Deshalb wurde die Analyse bei den Untersuchungen durch RT-PCR und RNAse Protection
Assay auf die Mengenverhéltnissse der einzelnen Spleissvarianten in jedem Gewebe fokussiert.
Die Analyse zeigte, dass die kirzeste und neu identifizierte Spleissvariante (hRCATL-A3) in allen
untersuchten Zellen und Geweben dominiert (siehe Punkt 4.4, Abb. 4, 6 und Tab. 1).

Die zuvor postulierte Uberexpression einer weiteren mRNA-Spleissvariante des hCATL-Gens,
hCATL-B (Chauhan et al., 1991) konnte in der vorliegenden Untersuchung ausgeschlossen
werden. hCATL-B weist identische Sequenzen zu hCATL-A2 und -A3 in der kodierenden
Region auf. Beide Spleissvarianten sind jedoch erst kiirzlich identifiziert worden (Rescheleit et
al., 1996; diese Arbeit) und zeigen, dass die urspringlich zur Detektion von hCATL-B
eingesetzte Sonde auch Fragmente von hCATL-A2 und —A3 im RNAse Protection Assay vor
RNAse-Verdau schitzt. Deshalb kdnnten die damals identifizierten Fragment auch von hCATL-
A2 und -A3 stammen. Diese Annahme wird durch die vorliegenden Ergebnisse noch weiter
gestarkt, da die Existenz einer individuellen Spleissvariante hCATL-B durch 5°- und 3"-RACE-
PCR sowie durch ,,normale” RT-PCR nicht bestatigt wurden ((siehe Punkte 4.1-2). Aufgrund
dieser neuen Ergebnisse kann geschlossen werden, dass 1) die hCATL-B Spleissvariante
aufgrund eines experimentellen Artefaktes entstanden war und 2) die urspringlich festgestellte
Uberexpression von hCATL-B in Wirklichkeit durch hCATL-A2 und vor allem durch die
uberexprimierte Variante hCATL-A3 vorgetduscht war.

Nach den Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit dominiert die kiirzeste Spleissvariante hCATL-
A3 in allen durch RT-PCR untersuchten Geweben und Zellen (siehe Punkt 4.3 und Abb. 4B, C,
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D). Nach der semi-quantitativen Analyse durch RNAse Protection Assay ist die Menge der
hCATL-A3 mRNA auch bis zu 4 fach erhéht im Vergleich zu den Spleissvarianten hCATL-A
und -A2 (siehe Punkt 4.4 und Tab. 1). Da diese kirzeste Spleissvariante hCATL-A3 ein
konstantes Verhaltnis gegentber der Variante hCATL-A mRNA aufweist, ist eine Gewebe-
spezifische bzw. unterschiedliche Verteilung dieser Varianten in den untersuchten Geweben und
Zellen unwahrscheinlich (Tabelle 1).

Die Existenz von drei zusatzlichen Fragmenten durften beim RNAse Protection Assay vermutet
werden, da sie aus den hCATL-Transkripten entstehen konnten, die zur eingesetzten antisense
RNA-Sonde komplementare Bereiche besitzen (siehe Punkt 4.4 Abb. 6A). Eines davon ist
ungeféahr 240 NukleotidegroR und steht zwischen zwei deutlichen Banden von hCATL-A und -
A2 mRNA. Diese Bande konnte ihrer Grosse nach dem 240 Nukleotid-Fragment entsprechen,
welches durch 5°-RACE-PCR Kloniert und sequenziert war. Zusatzlich war ein 190-
Nukleotidgrof? Fragment auch durch 5-RACE-PCR identifiziert worden (siehe Abb. 2C). Die
entsprechende Bande konnte mit der Bande uberlappen, die der Spleissvariante hCATL-A2
entsprach (siene Abb. 6A). Eine dritte schwache Bande, die zwischen den beiden Banden
hCATL-A2 und -A3 vorkam, war bisher noch nicht bekannt (siehe Punkt 4.4 und Abb. 6A).

Die Spleissvariante hCATL-AL, die durch Verkiirzung des Exon 1 um 27 Nukleotide entstehen
sollte (Rescheleit et al., 1996), konnte durch diese Methode ebennfalls nicht nachgewiesen
werden. Da es zudem nicht mdglich war, diese mMRNA-Variante als vollstdndige cDNA und auch
als 5"-RACE-PCR Produkt zu amplifizieren und zu klonieren, wird hier vermutet, dass diese
Variante tatsachlich ein PCR-Artefakt ist.

Durch die vorangegangenen Untersuchungen konnte eine differenzielle Genexpression der
hCATL-mRNA-Varianten in verschiedenen Geweben und Zellen ausgeschlossen werden.
Deshalb stellt sich die Frage, ob die verschiedenen hCATL-mRNAs unterschiedliche Stabilitat
aufweisen konnten und dadurch zur unterschiedlichen Proteinexpression beitragen konnten. Dazu
wurde eine Analyse der RNA-Stabilitdt mit Northern Blot durchgefuhrt.

Da eine Uberexpression der Cathepsine fiir Zellen toxisch sein kann und zur Apoptose fiihrt
(Vancompernolle et al., 1998; Ishisaka et al., 1999; van Eijk and de Groot, 1999), wurde die
Untersuchung der hCATL-mRNA Stabilitdt in einem transienten Transfektionsansatz
durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigten (siehe Abb. 7), dass die Halbwertszeiten der hCATL-A und
-A3 mRNA vergleichbar sind und ungefahr 4 Stunden betragen.

Aus diesen Befunden konnte keine direkte Erklarung fir das Missverhéltnis zwischen hCATL-
Protein und -mRNA in malignen Nierentumoren abgeleitet werden. Eine weitere Ursache fir
hohe hCATL-mRNA und geringe Proteinexpression in malignen Nierentumoren gegeniiber
normalem Nierengewebe konnte sein, dass der Zustand der hCATL-mRNA in den
Nierentumoren fur die Translation unglnstig sein kann. Dabei kdnnte die mRNA in diesen
Tumoren entweder nicht gunstig lokalisiert sein oder an einen Nierentumor-spezifischen
Translationsrepressor gebunden sein, der die Translation verhindert bzw. hemmt. Es ist bereits
fir manche Proteine des Zytoskeletts und neuronale Proteine bekannt, dass ihre Expression durch
Lokalisation beeinflusst werden kann (Lee and Cole, 2000). Dariiber hinaus sind spezifische
Sequenzmotive flr subzelluldre Lokalisierung von mRNA in den 3"-UTRs von mehreren mRNAs
identifiziert und charakterisiert worden (Gavis et al., 1996; Lee et al., 1999; Ainger et al., 1997).
Dieses Sequenzmotiv, AUUUA, dessen Funktion bei der subzellularen mRNA-Lokalisierung in
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anderen Sdugerzellen festgestellt wurde (Jacobs et al., 1996; Deshler et al., 1998), ist zweimal in
der 3"-UTR und einmal in der kodierenden Region der hCATL-mRNA vorhanden. Jedoch sind
keine trans-agierenden Faktoren bekannt, die dieses Lokalisationssignal erkennen oder daran
binden. Trotzdem ist es denkbar, dass die Tumorzellen in der Niere solche trans-agierenden
Faktoren exprimieren konnten. Dadurch konnte die Translation der hCATL-mRNA gestort
werden, indem die MRNA im Zytoplasma falsch lokalisiert wird.

5.3. Einfluss der verschiedenen 5-UTRs der hCATL-Spleissvarianten auf die
Translation

Obwonhl uber die Rolle einiger Spleissvarianten der hCATL-mRNA spekuliert wurde (Chauhan et
al., 1993; Rescheleit et al., 1996), ist bisher keine Untersuchung uber die Funktion der einzelnen
MRNA-Formen durchgefihrt worden.

Die bisher identifizierten Spleissvarianten der hCATL-mRNA unterscheiden sich nur in der 5°-
UTR. Die 5°-UTR steht wéhrend der Translation mit der 3"-UTR durch elF4G und poly(A)-
Bindungsprotein (PABP) sowie durch hnRNP-Proteine K bzw. C in Wechselwirkung (Le et al.,
1997; Tarun und Sachs, 1996; Lorenzini et al., 1997). Daruber hinaus gibt es zahlreiche Beweise
dafiir, dass die 5°-UTR eine eigene Funktion besitzt. Nach dem ,,scanning* Modell kann die 5-
UTR Sequenzelemente oder eventuell Sekunddarstrukturen besitzen, die entweder auf die
Stabilitdt der mRNA eine Auswirkung haben (Theodorakis and Cleveland, 1996; Linz et al.,
1997), oder die Translationseffizienz der mRNA beeinflussen kénnen (Goossen et al, 1990;
Koloteva et al., 1997; Menotti et al., 1998; Tang and Tseng, 1999; Gray and Wickens, 1998).

Auf der Suche nach funktionellen Unterschieden von verschiedenen Spleissvarianten wurden
zuvor zellfreie in vitro Translationssysteme und in vivo Expression der cDNA eingesetzt.
Reportergen Assays wurden ebenfalls fiir die Charakterisierung der 5°-UTR verwendet. Da im
Fall der h\CATL-mRNA nur drei Spleissvarianten als vollstandige cDNA kloniert waren, wurden
diese im folgenden mit den erwahnten Methoden auch n&her untersucht (siehe Punkt 4.6 bis 4.8).

5.3.1. Unterschiedliche Translationsrate der hCATL-Spleissvarianten in vitro

Kaninchen Retikulozytenlysat (rabbit reticulocyte lysate, RRL) ist ein einfaches und gut
etabliertes zellfreies System fur die in vitro Translation. In diesem System wird die Transkription
mit der Translation kombiniert, indem die Transkription der cDNA durch die Zugabe von T7
RNA-Polymerase eingeleitet wird. Dabei ist eine endogene Kontrolle der Transkription nicht
maoglich, weil hierflir kein eukaryotisches Transkriptionssystem des RRL benétigt wird. Der
Anteil des RRLs im Translationsansatz betragt ungefahr 54%. Deswegen kann man davon
ausgehen, dass im RRL vorhandene Translationsfaktoren eine Rolle austiben kdnnen.

Die Vorteile dieses Systems liegen einerseits darin, dass das Genprodukt gezielt markiert werden
kann, und damit die Grosse des Proteins schnell geprift werden kann. Andererseits ist es durch
dieses System auch mdglich, die Translationsrate einer mRNA zu prifen. Solche in vitro
Translationssysteme werden als schnelle und einfache Methode fir die Untersuchungen
eingesetzt, in denen nach der Rolle eines Sequenzmotives bei der Translation gesucht wird
(lizuka et al., 1994; Paraskeva et al., 1999).
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Fur diese in vitro Translation wurden die drei cDNAs der hCATL-A, -A2 und -A3 eingesetzt, die
vollstandig kloniert waren. Die Ergebnisse zeigten die erwartete Grosse des Genproduktes, das
der Préproenzym des hCATL (siehe Abb. 8A, grossere Banden) entspricht.

Uberraschend war, dass bei diesem System offenbar eine Regulation der Translation beobachtet
werden konnte: die cDNA der kirzesten Variante hCATL-A3 ist bei gleichen eingesetzten
cDNA-Template-Mengen mindestens zweimal so effizient translatiert worden wie die anderen
beiden. Das bedeutet, dass Proteinfaktoren im RRL allein bereits in der Lage sind, die Translation
zu regulieren. Solch ein Effekt konnte auch bei den Untersuchungen des iron response element
(IRE) beobachtet werden (Paraskeva et al., 1999).

Die Kkleineren und sehr schwachen Banden in Abb. 8A kdnnten dem hCATL-Proenzym sein, die
durch teilweise Abspaltung des Signalpeptids (ca. 17 Aminosduren) aus der Praproenzym des
hCATL entstehen konnen. Die Abspaltung erfolgt normalerweise im endoplasmatische
Retikulum (ER). Obwohl das Retikulozytenlysat nach Angaben des Herstellers (Promega) keine
Membran-Bestandteilen enthélt, ist es nicht auszuschliessen, dass in diesem Lysat noch schwache
zytosolische Peptidase-Aktivitat vorhanden ist, die unspezifisch das Signalpeptid abspaltet.

Das RRL Translationssystem allein ist nicht die ideale Methode, die translationelle Regulation zu
untersuchen. Die Ergebnisse der in vitro Translationssystems wurden deshalb in den folgenden in
vivo Untersuchungen tberprdift.

5.3.2. Verschiedene hCATL-Spleissvarianten werden auch in vivo mit signifikannt
unterschiedliche Rate translatiert

Um die Translationsrate der mRNAs der drei Spleissvarianten hCATL-A, -A2 und -A3 in vivo zu
vergleichen, wurden HEK293- (human embryonic kidney) und BHK21-Zellen (baby hamster
kidney) mit den entsprechenden cDNAs transfiziert.

Bei der stabilen Transfektion der cDNAs in BHK21-Zellen konnten zwar stabile Klone selektiert
werden und die mRNA durch sensitive RT-PCR detektiert werden, aber kein Klon synthetisierte
ausreichend hCATL-Protein. Das lag sehr wahrscheinlich daran, dass eine Uberexpression der
lysosomalen Protease hCATL fir die Zellen toxisch ist. Es gibt Hinweise dafir, dass die
Uberexpression der Cathepsine B oder L Apoptose induziert (Vancompernolle et al., 1998;
Ishisaka et al., 1999; van Eijk and de Groot, 1999). Daruberhinaus unterscheidet sich die Zahl der
integrierten Plasmide von Klon zu Klon stark. Das erfordet bei der quantitativen Auswertung der
stabilen Expression die Werte mit einer internern Kontrolle zu normieren, was normalerweise
sehr aufwendig ist. Deswegen wurde in den folgenden Untersuchungen die hCATL-Expression
nach transienter Transfektion analysiert.

Durch transiente Transfektion konnten die cDNAs der hCATL-Spleissvarianten in BHK21- und
HEK293-Zellen unter optimierten Bedingungen exprimiert werden. Der hCATL-Proteingehalt im
Zelllysat war ausreichend und konnte durch ELISA bestimmt werden. Flr eine statistische
Absicherung wurden die Transfektionsversuche und ELISA-Bestimmungen mehrmals
reproduziert (n=12). Das Verhéltnis der Absolutwerte zueinander innerhalb eines Versuches war
fur die meisten Versuche identisch. Deswegen wurde die Werte der hCATL-A Expression als
100 % definiert und die anderen Werte darauf bezogen.
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Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass die kiirzeste Variante hCATL-A3 mRNA bis zu 3 fach
effizienter translatiert wird als die anderen beiden hCATL-A und -A2.

Daruber hinaus war der Unterschied bei der Expression der hCATL-A3 gegenuber hCATL-A
und -A2 Variante in HEK293-Zellen grosser als in BHK21-Zellen. Die Vermutung liegt nahe,
dass der eventuelle Einfluss trans-agierender Faktoren im homologen humanen System
(HEK?293) grosser zu sein scheint als im heterologen System (BHK21, Hamster) und die héhere
Expression in den HEK293-Zellen darauf beruhen konnte.

Eine Strukturanalyse der 5"-UTR der hCATL-A und -A2 mRNA durch ein Computerprogramm
»RNAfold“ (Zucker und Stiegler, 1981) wurde zuvor beschrieben (Rescheleit et al., 1996). Diese
zeigte, dass eine hypothetische “stem loop” Struktur in der 5°-UTR Sequenz der hCATL-A
MRNA vorhanden ist, diese aber bei hCATL-A2 fehlt. Diese Struktur sollte demzufolge die
Unterschiede bei der Translationsrate zwischen hCATL-A und A2 mRNA erklaren kénnen. Die
vorliegenden Ergebnisse zeigten jedoch deutlich, dass diese hypothetische sekundare Struktur
keinen Einfluss auf die Translation haben kann, da die Werte von hCATL-A und -A2 identisch
waren (siehe Punkte 4.6, 4.7 und Abb. 10).

Aus den Unterschieden der Translationsrate der hCATL-A3 mRNA gegenlber den hCATL-A
bzw. -A2 mRNA kann schlussgefolgert werden, dass im Bereich von Nukleotid 132 bis 188 der
hCATL-A und -A2 mRNA ein cis-agierendes Element vorhanden ist, das die Translation negativ
beeinflusst. Daflir musste im n&chsten Schritt Uberprift werden, ob die Unterschiede in der
Translationsrate auf einem individuellen Sequenzmotiv beruhen, oder durch die Lénge der 5°-
UTR bedingt sind, da die 5"-UTR der hCATL-A3 mRNA mindestens 48 Nukleotide kirzer ist als
die der anderen beiden hCATL-A und -A2.

5.3.3. 5-UTRs aus hCATL-Spleissvarianten bedingen in vivo eine unterschiedliche
Translationseffizienz des stromabwartsliegenden heterologen Leserahmens GFP

Die Expression der hCATL-cDNAs in HEK293- bzw. BHK21-Zellen konnte einen klaren
Unterschied zwischen den Translationsraten der verschiedenen 5°-UTR-Spleissvarianten
aufzeigen. Jedoch war es noch nicht klar, welche Rolle hierbei die eigenen homologen 3"-UTR
und die kodierende Region spielten. Sollten die Unterschiede der Translationsrate auch ohne die
homologen Gensequenzen auftreten, ware das ein Hinweis auf einen Regulationsmechanismus,
der an der 5" -UTR der hCATL-mRNA wirkt.

Um ihre Funktion bei der Translation festzustellen, wurden die verschiedenen 5°-UTRs allein
durch die Expression eines fusionierten heterologen Reportergens untersucht. Daflr wurde als
Reportergen d2EGFP verwendet, welches nach der Expression gewohnlich im Cytosol lokalisiert
wird. Wahrend Wildtyp EGFP eine Halbwertszeit von ber 24 Stunden hat, hat das modifizierte
d2EGFP eine Halbwertszeit von nur 2 Stunden. Diese Destabilisierung ist darauf zurtickzufihren,
dass ein Teil der C-terminalen Sequenz des EGFP’s durch eine Ersatzmutation in der DNA eine
PEST Sequenz erhélt. Diese PEST-Sequenz kommt in kurzlebigen Proteinen hdufig vor und dient
als ein Abbau-Signal fiir Proteasomen (Rechsteiner, 1990). Deshalb kann durch die Verwendung
von d2EGFP anstatt EGFP die Aussagekraft des Reportergenassays stark erhoht werden.

Die verschiedenen 5°-UTRs der Spleissvarianten hCATL-A, -A2 und -A3 wurden vor den
Leserahmen des d2EGFP’s eingefugt und in humanen HEK?293-Zellen transient exprimiert.
Vorversuche zeigten, dass die Expression des d2EGFP’s in den Zellen innerhalb von 24 Stunden
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eine Linearitdt sowohl in Abh&ngigkeit von der Zeit nach der Transfektion als auch von der
Zelldichte aufweist.

Die Expression der verschiedenen Konstrukte in HEK293-Zellen und eine Datenanalyse zeigte,
dass die verschiedenen 5"-UTRs unterschiedlichen Einfluss auf die Expression des Reportergens
d2EGFP haben und dass die 5-UTR der kirzesten Variante (hCATL-A3) eine bis zu 75%
starkere Expression des heterologen Reportergens vermittelte als die langste Variante (hnCATL-
A) (siehe a, b und c in Abb. 13 bzw. Abb. 14). Dies war tatsdchlich auf die unterschiedliche
Translationseffizienz der heterologen d2EGFP-mRNAs zuriickzufiihren, da die Analyse der
steady-state d2EGFP-mRNA durch Northern Blot keinen Unterschied zeigte. Daruber hinaus
bestatigte dieses Ergebnis nochmals die Ergebnisse der in vitro Translation und in vivo
Expression der hCATL-cDNA's.

Die Kontrolltransfektion des leeren original Plasmids pd2EGFP-N1 zeigte eine deutlich
niedrigere Expression gegeniiber den anderen Konstrukten mit der 5°-UTR der hCATL-mRNA.
Das war jedoch nicht verwunderlich, weil die 5"-UTR des leeren Plasmids aus Schnittstellen der
Restriktionsendonukleasen-Sequenzen besteht und nicht aus funktionellen 5" -UTR einer mRNA.

Diese Unterschiede, welche die Reportergenassays demonstrierten, zeigten zudem, dass die 5-
UTRs der hCATL-Spleissvarianten allein in der Lage sind, unabh&ngig vom hCATL-Leserahmen
und der 3 -UTR, die Expression des GFP-Reportergens zu beeinflussen.

Die Frage war nun, welcher Teil der Sequenz der hCATL 5°-UTR daflr verantwortlich sein
konnte. Dazu wurden drei weitere d2EGFP-Konstrukte mit den Teilen der 5°-UTR von hCATL-
A mRNA hergestellt, die bei den hCATL-A2 bzw. hCATL-A3 mRNA fehlen. Diese Konstrukte
wurden wieder in HEK293-Zellen transient exprimiert. Die Analyse zeigte, dass die Unterschiede
in der Translationseffizienz nicht durch die L&nge der 5"-UTR bedingt waren, sondern auf einem
individuellen Sequenzmotiv beruhen konnten. Es ist sehr wahrscheinlich, dass zwischen der
Nukleotidsequenz 132 und 188 des Exon 1 bzw. der hCATL-A mRNA ein cis-agierendes
Sequenzmotiv vorhanden ist, das die Translation von hCATL- bzw. d2EGFP-mRNA negativ
beeinflusst (siehe Punkt 4.8 und Abb. 13f, 14f). Diese Aussage wurde durch die Expression der
anderen beiden Konstrukten mit Nukleotiden 132-278 bzw. 188-278 aus Exon 1 (Abb. 13d bzw.
e) unterstitzt, da eine signifikant hohere Expression des Reportergens nicht durch das Konstrukt
mit diesem cis-agierenden Element (siehe Abb. 13d und Abb. 14d), sondern durch das andere
Konstrukt ohne dieses Sequenzelement erzielt werden konnte (siehe Abb. 13e und Abb. 14e).

Der Ausmass der Unterschiede zwischen der Expression der vollstindigen cDNAs und der
Reportergenexpression mit 5"-UTRs sollte ebenfalls berticksichtigt werden: der Unterschied der
Translationsrate zwischen vollstandigen hCATL-mRNA"s war viel hoher als der Unterschied der
Translationseffizienz der Reportergenkonstrukte nur unter Kontrolle der 5 -UTRs der mRNA’s.
Obwohl der Unterschied der Spleissvarianten in der 5"-UTR liegt, gibt es klare Hinweise dafur,
dass die Translation der mRNA durch die Wirkung der 3"-UTR negativ beinflusst werden kann.
Tatsachlich besitzt die hCATL-mRNA in der 3"-UTR und der kodierenden Region einige Kopien
von Sequenzmotiven, die die Translation bei anderen Proteinen unterdriicken kdnnen (Jacobs et
al., 1996; Deshler et al., 1998). Aber wie konnen diese Elemente (Translationsrepressor) auf die
Translation einwirken, wenn alle Spleissvarianten identische 3 -UTR besitzen? Da sich die
meisten Aktivitaten flr die Translationsinitiation in der 5"-UTR finden, ist es denkbar, dass die
Funktion dieser Elemente nur durch Translationsfaktoren vermittelt werden konnte (Jacobson,
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1996). Hierfliir werden die spezifischen Sequenzen in der 5°-UTR benétigt. Die 3"-UTR kann
dabei durch die RNA-Bindungsproteine und Translationsfaktoren mit der 5-UTR in
Wechselwirkung stehen und dadurch zu der translationellen Regulation verschiedener hCATL-
MRNAs beitragen. So kdnnen die trans-agierenden Faktoren durch eine negative Wirkung des
Translationsrepressors in der 3"-UTR aktiviert werden und anschliessend in der 5"-UTR an das
Sequenzmotiv binden und das ”scanning” der kleinen ribosomalen Untereinheit in die Richtung
des Startkodons verhindern (Le et al., 1997; Lorenzini et al., 1997).

Die hier gezeigten Untersuchungen zeigen, dass eine Wechselwirkung zwischen spezifischen 5”-
UTR Sequenzen (Nukleotide 132-188) und 3-UTR-Sequenzen zur Regulation der
Translationeffizienz der hCATL-mRNA beitragen konnten. Zellspezifische Translationsfaktoren
sind an der Ausbildung dieser Wechselwirkung beteiligt und koénnten fir das beobachtete
Missverhaltnis zwischen hCATL-mRNA und -Protein in normalen und malignen Nierenzellen
verantwortlich sein.
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Abktrzungen

cDNA »,complementary* DNA

cpm Impuls pro Minute

Ci Curie

CmMvV »Ccytomegalovirus®

dATP 2" -Deoxyadenosin-5"-triphosphat

dCTP 2" -Deoxycytidin-5"-triphosphat

d2EGFP ,»destabilized enhanced green fluorescent protein®
DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM »,Dulbecco’s modified Eagles” Medium*
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNAse Desoxyribonuklease

DRB ,»D,6-chloro-1-R-D-ribofuranosylbenzimidazole*
ELISA »enzyme-linked immunosorbent assay*
FKS fotales Kalbeserum

hCATL humanes Cathepsin L

hnRNP »heterogeneous nuclear ribonucleoprotein®
IRE ,»Iron responsive element*

IRES »internal ribosomal entry site*

IRP »iron regulatory protein®

Kd Kilodaltons

kb Kilobasen

LB Luria-Broth (Medium)

MEM »minimal essential medium*

MRNA »messenger“ RNA

nt Nukleotid

NTP Nukleosin-5"-triphosphat

2p $2phosphor

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese

PBS »phosphate buffered saline*

PCR Polymerase-Kettenreaktion

poly(A) poly (Adenosin-5"-Monophosphat)

RACE »rapid amplification of cDNA ends*

RBP RNA-Bindungsprotein

RNA Ribonukleinséure

RNAse Ribonuklease

RRL »rabbit reticulocyte lysate®

rRNA ribosomale RNA

RT-PCR Reverse Transkription-PCR

S ®Schwefel

SDS Natriumdodecylsulfat

SnRNA »Small nuclear RNA*

SNRNP »,Small nuclear ribonucleoprotein particle
SSC Natriumchlorid/Natriumcitrat Pufferlésung
uUORF »upstream open reading frame* (Offene-Leserahmen)
UTP Uridin-5"-triphosphat

UTR nicht-translatierte Region

uv Ultraviolettes Licht
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