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SAMETWATTING

Dit proefschrift beschrijft de regulatie van de expressie van het Very-Low-Density Apolipoproteine II

(apoVLDLII) gen van de kip. Het gen codeert voor de kleine subeenheid van het VLDL complex dat in

de eidooier terecht komt. Normaliter komt het gen alleen tot expressie in de lever van de leggende hen,

maar het kan ook in hanen en onvolwassen kippen geactiveerd worden, namelijk door inspuiting van het

wouwelijke geslachtshormoon oestradiol. In hoofdstuk 1 wordt een overzicht gegeven van de regulatie

van de genexpressie in hogere organismen.
In hoofdstuk 2 zijn de eiwit-DNA interacties in vivo onderzocht met dimethylsulfaat (DMS)

footprinting; een techniek waarmee interacties van DNA-bindende eiwitten met guanosine basen worden

gedetecteerd. We vonden verschillende van deze interacties in het promoter gebied van het apoVLDLII
gen. Voor al deze interacties geldt dat ze alleen aanwezig zijn in het orgaan waarin het apoVLDLII gen

tot expressie komt, dus wél in de levers van een leggende hen en met oestradiol behandelde kip, maar

niet in weefsels zoals oviduct en hanelever. Eiwit-binding werd gevonden op verscheidene DNA

sequenties, enkele van deze sequenties lijken op het oestradiol response element (ERE) en op het

COUP-element. Activering van de transcriptie van het gen door oestradiol lijkt dus gepaard te gaan met

de vorming van een eiwit-DNA complex, bestaande uit verschillende factoren, op de apoVLDLII
promoter.

In hoofdstuk 3 werden deze experimenten verder uitgebreid met genomische DNAseI footprinting en

eiwit-DNA interactie studies rn vitro. Hierdoor verkregen we een gedetaileerd beeld van de eiwit

bindingsplaatsen in de apoVLDLII promoter. Er blijken acht bindingsplaatsen (A, 81, 82, C, D, ERE',

ERE,, F) voor eiwitten te zijn in de eerste 300 bp vóór het gen. Element A is de herkenningsplaats voor

de algemeen voorkomende COUP-transcriptie factor (COUP-TF) en bovendien voor een factor die uit

de resultaten in hoofdstuk 4, de transcriptie factor LF-A1 blijkt te zijn. Elementen 81, 82 en D zijn de

herkenningsplaatsen voor de CCAAT-enhancer binding protein (C/EBP). Element D kan ook worden

gebonden door een andere factor, namelijk het element-D bindend proteine (DBP). Element C kan net

als element A worden gebonden door LF-AI, maar in tegenstelling tot element A niet door de COUP-

TF. De beide EREs zijn herkenningsplaatsen voor de oestradiol receptor. Welke eiwitten aan element F

binden hebben we nog niet goed onderzocht, maar mogelijke kandidaten zijn C/EBP en de hepatocyt

nucleaire factor 1 (HNF-I of LF-B,).
Hoofdstuk 4 geeft een functionele analyse van de elementen ERE1, ERE2, en B' met behulp van

weefsel culture experimenten. Het blijkt dat de oestradiol receptor kan werken via de EREs, en dat

C/EBP kan werken via element 8.. De distributie van enl<ele van de DNA-bindende eiwitten werd

onderzocht met in vitro bindingsexperimenten. Tevens werd het bewijs geleverd dat de elementen A en C

inderdaad LF-AI, en element A de COUP-TF kan binden.
In hoofdstuk 5 beschrijven we de klonering van de cDNAs voor het element-D bindende proteine

(cDBP) en C/EBP (cClEBP) van de kip. Beide eiwitten blijken te behoren tot dezelfde familie van

DNA-bindende eiwitten, namelijk die van de basische leucine zipper (bZIP) eiwitten.
In hoofdstuk 6 beschrijven we de bestudering van het kippe apoVLDLII gen locus in transgene

muizen. Een fragment van -16 kb tot + 3.3 kb bleek voldoende te zijn voor hoge, hormoon-afhankelijke,
weefsel-specifieke, kopie-aantal afhankelijke, en positie-onafhankelijke expressie. Het gebied van -16 kb

tot -5 kb bleek de informatie te bevatten voor kopie-afhankelijke weefsel-specifieke expressie. Het gebied

van -5 kb tot +3.3 kb geeft hoge niveaus van expressie.
Ten slotte wordt in hoofdstuk 7 een algemene discussie gegeven en wordt de vorming van een actief

eiwit-DNA complex op de apoVLDLII promoter besproken.
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