
 
 

Die Funktion von Kainatrezeptoren 
normaler und maligner 

hämatopoetischer Vorläuferzellen 
 
 
 

 

 

Dissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades 

des Fachbereichs Biologie 

der Universität Hamburg 

 

 

 

 

 

 

 

vorgelegt von 

Andreas Langer 

aus Hamburg 

 

 

 

 

 

 

Hamburg, 2003



 

 

 

 

 

Für Konrad und Kathrin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Inhaltsverzeichnis 
1. Zusammenfassung............................................................................................... 1 

2. Einleitung.............................................................................................................. 3 

2.1. Hämatopoese................................................................................................... 3 

2.2. Krebs................................................................................................................ 5 

2.3. Vorarbeiten und experimenteller Ansatz .......................................................... 8 

2.4. Ionotrope Glutamatrezeptoren ....................................................................... 10 

2.4.1. Funktionen ionotroper Glutamatrezeptoren.............................................. 10 

2.4.2. Struktur ionotroper Glutamatrezeptoren ................................................... 12 

2.4.3. Regulation ionotroper Glutamatrezeptoren............................................... 13 

2.5. Signaltransduktionskaskaden......................................................................... 15 

2.5.1. Signaltransduktion durch Wachstumsfaktoren ......................................... 15 

2.5.2. Signaltransduktion durch ionotrope Glutamatrezeptoren ......................... 18 

3. Fragestellung...................................................................................................... 20 

4. Material und Methoden ...................................................................................... 21 

4.1. Material .......................................................................................................... 21 

4.1.1. Enzyme und Chemikalien......................................................................... 21 

4.1.2. Puffer und Lösungen ................................................................................ 21 

4.1.3. Medien und Zusätze................................................................................. 23 

4.1.4. Plasmide und Vektoren ............................................................................ 24 

4.1.5. Bakterienstämme ..................................................................................... 25 

4.1.6. Säugetierzellen......................................................................................... 25 

4.1.7. Oligonukleotide......................................................................................... 25 

4.2. Methoden ....................................................................................................... 25 

4.2.1. Klonierung von DNA................................................................................. 25 

4.2.1.1. Enzymatische Manipulation von DNA................................................. 25 

4.2.1.2. Transfektion von Escheria coli............................................................ 26 

4.2.1.3. Präparation von DNA ......................................................................... 27 

4.2.1.4. Kanamycin-Resistenzgen-Komplementierungs-Technik .................... 30 

4.2.1.5. Analyse einer humanen embryonalen cDNA λ-Bibliothek .................. 31 

4.2.1.6. Lagerung von E.coli Stämmen und Nukleinsäuren............................. 33 

4.2.2. Analyse von DNA ..................................................................................... 33 

  

 I 

4.2.2.1. „Southernblot“-Analyse....................................................................... 33 



4.2.2.2. Sequenzierung von DNA-Fragmenten................................................ 34 

4.2.3. Analyse von RNA ..................................................................................... 34 

4.2.3.1. Präparation von Gesamt-RNA aus Säugetierzellen ........................... 35 

4.2.3.2. PolyA+-mRNA-Isolierung aus Gesamt-RNA ....................................... 35 

4.2.3.3. RT-PCR-Analyse................................................................................ 35 

4.2.3.4. „Northernblot“-Analyse ....................................................................... 36 

4.2.4. „Westernblot“-Analyse.............................................................................. 37 

4.2.5. TUNEL-Analyse........................................................................................ 39 

4.2.6. Immunfluoreszenz .................................................................................... 39 

4.2.7. Zellkultur................................................................................................... 40 

4.2.7.1. Kultivierung von Säugetierzellen ........................................................ 40 

4.2.7.2. Isolierung primärer Knochenmarkstammzellen .................................. 40 

4.2.7.3. Einfrieren und Lagerung von Zellinien................................................ 41 

4.2.7.4. Agarklonierung ................................................................................... 41 

4.2.7.5. Elektrotransformation von GP-envAM12-Zellen ................................. 41 

4.2.7.6. Infektion von TF1-Zellen..................................................................... 41 

4.2.8. Kurzzeit-Proliferationsanalysen ................................................................ 42 

5. Ergebnisse.......................................................................................................... 43 

5.1. Identifikation und Charakterisierung retroviraler Integrationen ....................... 43 

5.1.1. Klonierung 3´proviral-flankierender Regionen .......................................... 43 

5.1.1.1. GRIK1, Mutante 29A .......................................................................... 45 

5.1.1.2. NOS3, Mutante 39/1........................................................................... 47 

5.1.1.3. CCND2, Mutante 15/3 ........................................................................ 47 

5.1.1.4. TBK1, Mutante 19/1 ........................................................................... 47 

5.1.1.5. E2F1, Mutante 44/4............................................................................ 48 

5.1.1.6. VTG1, Mutante 10/1 ........................................................................... 48 

5.1.1.7. VTG4, Mutante 10/1 ........................................................................... 48 

5.1.1.8. AL135778, Mutante 25 ....................................................................... 48 

5.1.2. Transkriptionsanalysen ............................................................................ 49 

5.2. Funktion von Kainatrezeptoren normaler und maligner hämatopoetischer 

Vorläuferzellen ...................................................................................................... 52 

5.2.1. Endogene Expression myeloischer Kainatrezeptoren .............................. 52 

  

 II 

5.2.1.1. Klonierung myeloischer Kainatrezeptoren.......................................... 52 



5.2.1.2. Transkription myeloischer Kainatrezeptoren ...................................... 54 

5.2.2. Kainatrezeptor-abhängige Induktion der Apoptose .................................. 56 

5.2.2.1. Expression von GluR5 und GluR6 nach Wachstumsfaktorentzug...... 57 

5.2.2.2. Proliferation nach Wachstumsfaktorentzug ........................................ 58 

5.2.2.3. Induktion der Apoptose....................................................................... 59 

5.2.3. Kainatrezeptor-abhängige Proliferation von TF1-Zellen ........................... 61 

5.2.4. Stroma-abhängige Proliferation von TF1-Zellen....................................... 62 

5.2.5. Nachweis von GluR5- und GluR6-Rezeptorkomplexen............................ 64 

5.2.6. Nachweis von GluR5- und GluR6-Spleißvarianten................................... 65 

5.2.7. Abrogation der GluR5-abhängigen Apoptose in Hek 293-Zellen.............. 69 

5.2.8. ∆G5-Expression und Signaltransduktion des GM-CSF-Rezeptors........... 72 

5.2.8.1. Transduktion des ∆G5........................................................................ 73 

5.2.8.2. Expression von GluR5 und GluR6 in Klonen des Typs A und B......... 75 

5.2.8.3. GM-CSF Signaltransduktion nach ∆G5-Expression ........................... 77 

5.3. loxP-Expressionsplasmide ............................................................................. 78 

5.3.1. Konstruktion von loxP-Expressionsplasmiden.......................................... 78 

5.3.2. Funktionsanalyse von loxP-Expressionsplasmiden.................................. 81 

6. Diskussion .......................................................................................................... 82 

6.1. Expression und Funktion von Kainatrezeptoren in normalen Blutzellen......... 82 

6.2. Abrogation der GluR5-abhängigen Apoptose................................................. 85 

6.3. Alternatives Spleißen ..................................................................................... 88 

6.4. Tumorprogression .......................................................................................... 89 

6.5. Retrovirale Integrationen und Funktionen der identifizierten Gene ................ 91 

7. Zitierte Literatur.................................................................................................. 94 

8. Häufig verwendete Abkürzungen und Anglizismen ...................................... 105 

9. Anhang.............................................................................................................. 106 

10. Danksagungen................................................................................................ 111 

11. Lebenslauf ...................................................................................................... 112 

  

 III 



1. Zusammenfassung 
Wachstumsfaktor-abhängige, hämatopoetische TF1-Vorläuferzellen waren durch 

Kokultivierung mit Virus-produzierenden Fibroblasten infiziert und anschließend in 

Abwesenheit des Wachstumsfaktors selektioniert worden. Die retroviralen Integrati-

onen der Wachstumsfaktor-unabhängigen Mutanten wurden analysiert. Zuvor waren 

Integrationen in die Genloci GRIK1 (GluR5), ITPR3 (Inositol-1,4,5-trisphosphat-

Rezeptor Typ 3) und CCND2 (Cyclin D2) sowie in einen unbekannten Genlokus   

(„virus tagged gene“ 1, VTG1) identifiziert worden. Weitere Integrationen in NOS3   

(epitheliale Stickstoffmonooxid-Synthetase), TBK1 („TANK-binding kinase“ 1), E2F1 

(E2F1-Transkriptions-faktor) und in einer telomeren Region (VTG4) wurden hier 

nachgewiesen.  

Die Analysen zeigten, dass GluR5, Cyclin D2 und VTG1 unabhängig von der     

Integration des retroviralen Vektors in allen untersuchten Mutanten transkribiert wur-

den. Im Gegensatz dazu konnte in der parentalen Zellinie TF1 keine Expression des 

GluR5 oder VTG1 und nur eine geringe Transkription des Cyclin D2 beobachtet 

werden. In TF1-Zellen, die ohne Wachstumsfaktor kultiviert wurden, war die 

Transkription des GluR5 induziert und des Cyclin D2 deutlich erhöht. Es wird daher 

vermutet, dass die identifizierten Gene im Rahmen der Selektion der Mutanten akti-

viert wurden, der retrovirale Vektor in diese transkriptionell offenen Regionen integ-

rierte und die Gene markiert hatte.  

Aufgrund der Transkriptionsunterschiede des GluR5 in parentalen TF1-Zellen und 

den Mutanten wurde die Funktion des GluR5 und anderer Kainatrezeptoren in nor-

malen und malignen hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen untersucht. Es 

wurde gefunden, dass in den Zellen bereits charakterisierte Kainatrezeptoren, aber 

auch Rezeptorvarianten mit bisher unveröffentlichten carboxyterminalen 3´Bereichen 

exprimiert werden. 

In klinisch relevanten CD34-positiven Knochenmarkstammzellen wurde die Ex-

pression von KA2-, geringen Mengen GluR5- und GluR6-, aber keiner GluR7-

mRNAs nachgewiesen. Die kurzzeitige ex vivo Kultivierung der Zellen mit Wachs-

tumsfaktoren führte zu einer deutlich erhöhten Transkription des GluR5 bzw. GluR6 

und die Transkription des GluR7 wurde induziert.  
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In kontinuierlich wachsenden myeloischen, humanen TF1- und murinen FDCP1-

Vorläuferzellen wurde die Transkription des KA2 und GluR7 beobachtet. Es konnte 



nachgewiesen werden, dass die Funktion der beiden Kainatrezeptoren für das Über-

leben und die Proliferation der Zellen essentiell ist. 

Die Expression des GluR5 und GluR6 in TF1- und des GluR5 in FDCP1-Zellen 

wurde nach Wachstumsfaktorentzug beobachtet. Es wurde nachgewiesen, dass die 

Funktion des GluR5 in beiden Zellinien für die Induktion der Apoptose verantwortlich 

ist. Die apoptotische Funktion des GluR5 konnte durch Expressionsanalysen mit Hek 

293-Zellen bestätigt werden. 

Transkriptionsanalysen wiesen vollständig transkribierte GluR5- und GluR6-

mRNAs und ein alternatives Spleißen Kanal-bildender Exone der Rezeptoren in ver-

schiedenen Wachstumsfaktor-unabhängigen Mutanten und in TF1-Zellen, die mit 

Stromazellen kultiviert wurden, nach. Auch in primären akut myeloischen Leukämie-

zellen konnte die Transkription des GluR5 und alternativ gespleißter Varianten     

beobachtet werden.  

Expressionsanalysen mit kotransfizierten Hek 293-Zellen zeigten die Kolokalisati-

on alternativ gespleißter GluR5- und GluR6-Varianten mit GluR5 und die Abrogation 

der GluR5-abhängigen Apoptose. Die Transduktion einer alternativ gespleißten 

GluR5-Variante ermöglichte die Selektion Wachstumsfaktor-unabhängiger TF1-

Zellmutanten. Höchstwahrscheinlich wurden heterodimere ∆G5/GluR5-Komplexe in 

den Mutanten gebildet, die eine Ausbildung funktioneller nativer GluR5-Komplexe 

verhinderten. Hierdurch wurde die GluR5-abhängige Induktion der Apoptose abro-

giert und die Wachstumsfaktor-unabhängige Proliferation der Mutanten ermöglicht.  

Es wurden Gene identifiziert, die eine Rolle in der Regulation der Proliferation,  

Differenzierung und Apoptose hämatopoetischer Zellen spielen und deren modifizier-

te Expression, wie im Falle des GluR5, die Progression leukämischer Erkrankungen 

begünstigen könnte. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 2 

 



2. Einleitung 
2.1. Hämatopoese 
Pluripotente hämatopoetische Stammzellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie 

sich selbst reproduzieren („self renewal“) und dass sich aus ihnen alle Zellen des 

hämatopoetischen Systems entwickeln können (Morrison et al., 1997; Weissman et 

al., 2001). Die Fähigkeit der Selbst-Reproduktion nimmt in dem Maße ab, in wel-

chem die Zellen in verschiedene multipotente Vorläuferzellen differenzieren (Abb.1). 

Sie ist in terminal differenzierten Blutzellen nicht mehr nachzuweisen.  

 

 
Abbildung 1: Differenzierung hämatopoetischer Zellen  
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Aus pluripotenten Langzeit-reproduzierenden Stammzellen entstehen im Knochen-
mark pluripotente Kurzzeit-reproduzierende Stammzellen. Diese Zellen differenzie-
ren in multipotente Vorläuferzellen der myeloischen und lymphozytischen Entwick-
lungslinie, die z.T. noch Kurzzeit-reproduzierend sind, aber ein eingeschränktes   
Differenzierungspotential aufweisen. Die myeloischen Vorläuferzellen differenzieren 
einerseits in Vorläuferzellen der Erythro- und Megakaryozyten/Thrombozyten und 
andererseits in Vorläuferzellen der Granulozyten und Monozyten/Makrophagen. Aus 
den lymphozytischen Vorläuferzellen entwickeln sich über prä-B- und prä-T-Zellen 
teilungsfähige B- und T-Lymphozyten (verändert nach Weissman et al., 2001). 



 Die Proliferation und Differenzierung hämatopoetischer Stamm- und Vorläuferzel-

len wird durch unterschiedliche externe und interne Signale kontrolliert. Abhängig 

vom Differenzierungsstadium der Zellen erfolgt die Entwicklung in unterschiedlichen 

Kompartimenten des Knochenmarks. Diese Kompartimente sind durch die Anwe-

senheit bestimmter Zytokine und Wachstumsfaktoren sowie durch das Stroma des 

Knochenmarks charakterisiert. Das Stroma ist ein dreidimensionales Netzwerk und 

besteht aus verschiedenen Zelltypen, der extrazellulären Matrix (ECM) und den 

Fibroblasten des Stromas (Clark und Keating, 1995). Die Interaktionen der hämato-

poetischen Zellen untereinander, wie auch mit den Stromazellen, erfolgen über    

direkten Zellkontakt durch membrangebundene Moleküle (z.B. Adhesionsmoleküle) 

sowie durch Zytokine und Wachstumsfaktoren, die von Zellen in die Umgebung ab-

gegeben werden können oder aber selbst membranständig sind. Hierdurch werden 

membranständige Rezeptoren aktiviert, die unterschiedliche Signaltransdukti-

onskaskaden steuern und die Expression und Aktivität von Transkriptionsfaktoren 

regulieren. Die basale Aktivität solcher Transkriptionsfaktoren unterliegt wiederum 

einer strengen zeitlichen und hierarchischen Ordnung.  

Aus Knochenmark, Nabelschnurblut und Säugetierembryonen können primäre 

hämatopoetische Stamm- und Vorläuferzellen angereichert werden. Trotz Anwesen-

heit von Wachstumsfaktoren und/oder Stromazellen können die Zellen ex vivo nur 

kurzfristig kultiviert werden, da ein internes Programm ihre Teilungshäufigkeit limitiert 

(Morrison et al., 1997). Diese Einschränkung kann durch verschiedene genetische 

und/oder epigenetische Veränderungen abrogiert werden (Baylin, 1997). Dies ermög-

licht die Etablierung von Zellinien. Die Zellen können Differenzierungs-kompetent blei-

ben und ihre Proliferation kann von Interaktionen mit Stromazellen sowie Zytokinen 

und Wachstumsfaktoren abhängig sein (Dorshkind, 1990; Cross und Dexter, 1991).  
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Verschiedene Gene werden spezifisch in hämatopoetischen Stammzellen expri-

miert, aber ihre Expression kann auch in neuronalen Stammzellen nachgewiesen 

werden (Terskikh et al., 2001). Ähnliche genetische Programme sind vermutlich für 

die Entwicklung des Blutsystems und des Zentralnervensystems (ZNS) verantwort-

lich. Neuronale Stammzellen differenzieren in vivo in unterschiedliche hämatopoeti-

sche Zelltypen (Bjornson et al., 1999). Umgekehrt entwickeln sich auch hämatopoe-

tische Stammzellen u.a. in Purkinije-Neurone des Kleinhirns (Priller et al., 2001). Die 

Untersuchungen zeigen eine Plastizität von Stammzellen unterschiedlicher Gewebe.  



2.2. Krebs 
Störungen in der Regulation des zellulären Wachstums können zur Entstehung von 

Krebszellen führen, die ein unbegrenztes Teilungspotential haben (Hanahan und 

Weinberg, 2000). In normalen Zellen kommt es in Abwesenheit Wachstums-

unterstützender Signale zur Induktion der Apoptose. Im Gegensatz dazu sind Krebs-

zellen auch ohne die Stimulierung durch Zytokine, Wachstumsfaktoren und Zell-Zell- 

Kontakt in der Lage zu proliferieren. Sie sind darüber hinaus unempfindlich gegen-

über Signalen, die in normalen Zellen zu einer aktiven Induktion der Apoptose führen 

(Hanahan und Weinberg, 2000).  

 Die Aktivierung verschiedener Cystein-Proteasen der CED/ICE-Familie (Caspa-

sen) führt u.a. zur Spaltung von Proteinen der nukleären Lamina sowie des Zytoske-

letts und zur Induktion der Apoptose. Die Aktivierung der Caspasen ist u.a. abhängig 

von einer Translokation des Cytochroms C aus den Mitochondrien in das Zytoplas-

ma. Diese Translokation wiederum wird durch die Aktivität verschiedener Proteine 

der Bcl-2 Familie reguliert. Homodimere des Apoptose-unterstützenden Bax, die in 

der Mitochondrienmembran lokalisiert sind, führen zum Einstrom von Ionen in die 

Mitochondrien und induzieren die Translokation des Cytochrom C. Antiapoptotisch 

wirkende Proteine, wie Bcl-2 und Bcl-xL, können mit Bax heterodimerisieren und 

verhindern dadurch die Translokation. Die Aktivität von Bcl-2 und Bcl-xL wird in Ab-

wesenheit Wachstums-unterstützender Signale durch Bindung des Apoptose-

unterstützenden Bad blockiert. Die Aktivierung von Integrinen durch Zell-Zell-Kontakt 

oder die Bindung von Zytokinen bzw. Wachstumsfaktoren an ihren jeweiligen Rezep-

tor führt zur Stimulierung von Phosphatidylinositol 3-OH Kinase (PI3-Kinase), die    

c-Akt (Proteinkinase B) aktiviert. c-Akt ist in der Lage Bad zu phosphorylieren. Da 

Bcl-2 und Bcl-xL von der phosphorylierten Form des Bad nicht gebunden werden, 

können sie mit Bax heterodimerisieren und dadurch die Translokation der Cytochrom 

C und die Induktion der Apoptose verhindern.  
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Die Krebsentstehung stellt einen mehrstufigen Prozess dar, in dem aufeinander 

folgende Mutationsereignisse eine Abrogation der Apoptose und die Proliferation in 

Abwesenheit Wachstums-unterstützender Signale ermöglichen (Hunter, 1997;     

Hanahan und Weinberg, 2000). Mutationen in zellulären Protoonkogene, wie z.B.        

c-Ras, Raf, c-Src oder PI3-Kinase, können zur konstitutiven Aktivierung Wachstums-

unterstützender Signaltransduktionskaskaden führen. Veränderungen in Genen von 



Wachstumsfaktor-Rezeptoren können, durch eine konstitutive Aktivierung rezeptor-

gebundener Protein-Tyrosinkinasen, nachgeschaltete Signaltransduktionskaskaden 

ebenfalls aktivieren. In beiden Fällen führt dies u.a. zu einer erhöhten Expression 

zentraler Transkriptionsfaktoren, wie c-Myc, c-Fos und c-Jun, welche die Expression 

von Genen aktivieren, die in die Regulation des Zellzyklus involviert sind. Trotz Ab-

wesenheit Wachstums-unterstützender Signale ermöglicht die konstitutive Aktivie-

rung von Signaltransduktionskaskaden die Progression des Zellzyklus.  

Mutationen in Bcl-2 und Bax führen direkt zur Blockierung apoptotischer Signal-

wege. Andere Mutationen können die Aktivität von c-Fos und c-Jun direkt modifizie-

ren und somit zur Tumorentwicklung beitragen. Daneben führen Mutationen in     

„Tumor-Suppressor“-Genen, die z.B. p53, Rb (Retinoblastoma-Protein) oder den    

Cyclin-Kinase Inhibitor p16 kodieren, zum Verlust der Funktionen und ermöglichen 

die unkontrollierte Progression des Zellzyklus. Neben den Mutationen in den oben 

beschriebenen Genen können auch chromosomale Translokationen zur Tumorent-

wicklung beitragen. Hierbei werden entweder Fusionsproteine mit veränderter Funk-

tion gebildet oder Gene im falschen Kontext aktiviert, weil sie durch die Translokati-

on in die Nähe eines aktiven Promoters gelangen. 

Die gestörte Regulation der Hämatopoese wird als Ursache für die Entwicklung 

leukämischer Blutzellen angesehen. Die Folge ist ein autonomes Wachstum häma-

topoetischer Zellklone (Cross und Dexter, 1991), was einen Selektionsvorteil gegen-

über normalen hämatopoetischen Zellen darstellt. Hierdurch wird das normalerweise 

bestehende Gleichgewicht unterschiedlicher hämatopoetischer Entwicklungslinien 

gestört. Durch die unkontrollierte Proliferation leukämischer Zellen kommt es einer-

seits zur Anhäufung Differenzierungs-blockierter Zellen im Knochenmark, während 

andererseits terminal-differenzierte Zellen der betroffenen Entwicklungslinien fehlen. 

Je früher diese Störung in der zellulären Hierarchie der Differenzierung auftritt, desto 

mehr hämatopoetische Zellkompartimente sind betroffen. Entsprechend können  

unterschiedliche Formen von Leukämien unterschieden werden.  
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Bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) führt das Wachstum autonomer 

Zellklone zu einer erhöhten Zahl Differenzierungs-blockierter myeloischer Zellen im 

Knochenmark (Löwenberg et al., 1993, 1999). An AML erkranken 2-13 von 100000 

Erwachsenen in den USA. Eine vorübergehende Erholung (Remission) kann durch 

eine Chemotherapie erreicht werden, die allerdings oft schwerwiegende Neben-



wirkungen hat. Trotz Therapie werden, mit zunehmenden Alter der Patienten, hohe 

Rückfallquoten sowie geringe Überlebenschancen beobachtet. Dies erfordert die 

Identifizierung zusätzlicher diagnostischer Marker und die Entwicklung neuer thera-

peutischer Ansätze.  

In den Zellen von AML-Patienten können verschiedene chromosomale Transloka-

tionen nachgewiesen werden, die möglicherweise Ursache für die Erkrankung sind 

(Look et al., 1997; Löwenberg et al., 1999). Eine der beschriebenen Translokationen 

(t(8;21)) führt bei 12 % der Patienten zu einer AML1/ETO-Fusion (Erickson et al., 

1992). AML1 kodiert die DNA-bindende Domäne des Transkriptionsfaktors AML1-

CBFβ. Dieser Faktor reguliert die Expression Hämatopoese-spezifischer Gene und 

seine Funktion ist für die normale Entwicklung der Blutzellen essentiell. Das kodierte 

Fusionsprotein ist zwar in der Lage die DNA und den Koaktivator CBFβ  zu binden, 

jedoch unterdrückt die Interaktion des ETO mit einem nukleären Korepressor-

Komplex die Transkription einiger Gene in AML-Zellen. 

Die CD34-positive myeloische Vorläuferzelllinie TF1 ist eine prototypische AML-

Zellinie, die aus einem Patienten mit Erythroleukämie isoliert wurde (Kitamura et al., 

1989). Sie ist eine Vorläuferzelle der Erythrozyten, Megakaryozyten sowie Granulo-

zyten/Makrophagen und wächst streng abhängig von Granulozyten-Makrophagen 

Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF) oder Interleukin 3 (IL-3). Die Bindung des 

GM-CSF an seinen Rezeptor ermöglicht das Überleben und die Proliferation der Zel-

len durch Stimulierung der JAK/STAT- (Janus-Kinasen/„signal transducer and activa-

tor of transcription“) und Ras/MAPK- (Ras/„mitogen-activated protein kinases“) Sig-

nalkaskaden (Rajotte et al, 1996, Kolonics et al., 2001). Im Gegensatz zu GM-CSF 

erlaubt die Stimulierung mit Erythropoetin (Epo) nur ein kurzzeitiges Wachstum der 

Zellen. Allerdings ist Epo in der Lage, die Differenzierung von TF1 in erythroide Vor-

läuferzellen zu induzieren (Chrétien et al., 1996). Die Induktion der Differenzierung 

ist dabei unabhängig von der oben beschriebenen Stimulierung der Ras/MAPK-

Signalkaskade (Kolonics et al., 2001). In Anwesenheit von GM-CSF entwickeln TF1-

Zellen Tumore in Mäusen (Thacker und Hodge, 1994). Eine sehr viel schnellere   

Tumorentwicklung wurde mit autonom wachsenden Zellklonen beobachtet (Hu et al., 

1998).  
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2.3. Vorarbeiten und experimenteller Ansatz 
Die Identifizierung und anschließende Untersuchung fehlerhafter Genfunktionen hat 

eine zentrale Bedeutung in der Molekularbiologie. Die veränderte Aktivität von     

Genen kann für die Entwicklung von Krebs verantwortlich sein. Kooperierende     

Onkogene wurden durch die Komplementation ausgeschalteter Genfunktionen in 

„knockout“-Mäusen identifiziert (Allen und Berns, 1996). Für bestimmte Fragestel-

lungen ist dieser experimentelle Ansatz jedoch nur bedingt geeignet. 1) Die Aus-

schaltung zentraler Genfunktionen im gesamten Organismus ist häufig letal. Ihr   

Effekt kann, wenn überhaupt, nur in embryonalen Entwicklungsstadien oder durch 

gewebespezifische Manipulation analysiert werden. 2) Die Genregulation im Orga-

nismus ist sehr komplex. Eine ausgeschaltete Funktion kann möglicherweise durch 

andere Gene kompensiert werden. Dies können Gene ähnlicher Funktion, Mitglieder 

der gleichen Genfamilie oder auch isotypische Genvarianten sein. 3) Die untersuch-

ten genomischen Loci sind oft sehr groß. Daher können meist nur wenige Exone des 

Gens ausgeschaltet werden. Als Konsequenz kann es zur Expression alternativ 

gespleißter Genprodukte kommen, dessen potentiell dominant-negativen Mutations-

effekte die Analyse des Phänotyps zusätzlich erschweren. 4) Genetische Verände-

rung in der menschlichen Keimbahn sind aus ethischen Gründen inakzeptabel. Gen-

funktionen im Menschen werden jedoch in den verwendeten Mausmodellen oft nicht 

adäquat wiedergespiegelt. 5) Die Etablierung der Mauslinien ist sehr zeit- und      

materialaufwendig. 
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Die Zellkultur bietet die Möglichkeit, Genfunktionen in definierten Zellsystemen zu 

untersuchen. Die Vorteile sind die klonale Homogenität der Zellen und die einfache 

Manipulation der experimentellen Kulturbedingungen. Etablierte Zellinien wurden in 

der Vergangenheit verwendet, um die Regulation zellulärer Signaltransdukti-

onskaskaden zu untersuchen. Daneben wurden retrovirale Vektoren in etablierten 

Zellsystemen eingesetzt, um Gene zu markieren, zu mutieren und ihre Expression 

zu modifizieren (Friedrich und Soriano, 1993; Jonkers und Berns, 1995). Retrovirale 

Vektoren integrieren in, für die Integrase zugängliche, transkriptionell offene Regio-

nen des Genoms der Wirtszelle (Whitcomb und Hughes, 1992). Diese Eigenschaft 

war ausgenutzt worden, um TF1-Zellen durch Kokultivierung mit bestrahlten Virus 

(M3Pneosup)-produzierenden amphotropen Helferzellen (GAsupFcl3 Fibroblasten) 

zu infizieren. Infizierte Zellen wurden anschließend in Gegenwart von Geneticin 



(G418) aber in Abwesenheit von GM-CSF selektioniert (Stocking et al., 1993). Aus 

diesen Zellinien waren 3´proviral-flankierende Regionen kloniert und teilweise      

sequenziert worden (Fehse, 1996; Fehse et al., 1999). Für die Klonierung wurde die 

Kanamycin-Resistenzgen-Komplementierungs-Technik etabliert und benutzt. Diese 

Technik erlaubt es, 3´proviral-flankierende Regionen mit hoher Effizienz molekular 

zu klonieren. Die genomische DNA der Mutanten wird hierzu mit NcoI verdaut und 

die Fragmente in den entwickelten Plasmidvektor p408 ligiert (Abb. 2).  

 

 
Abbildung 2: Kanamycin-Resistenzgen-Komplementierung  
Die Integration des retroviralen Vektors in die genomische DNA und die Klonierung 
3´proviral-flankierender Fragmente (grau) ist schematisch dargestellt. Der 5´Bereich 
des Kanamycinresistenzgens (KanR, weiß), das 3´Ende des Neomycinresistenzgens 
(NeoR, hellgrau) und die LTRs („long terminal repeat“, schwarz) sind gezeigt (aus 
Fehse et al., 1999). 
 
Hierbei wird der 5´Bereich des Kanamycinresistenzgens (KanR) in p408 durch das 

3´Ende des Neomycinresistenzgens (NeoR) des proviralen Vektors komplementiert. 

Bakterien werden mit dem Ligationsansatz transfiziert und können anschließend mit 

Kanamycin selektioniert werden. Die Plasmid-DNAs verschiedener Klone werden 

isoliert und die 3´proviral-flankierenden Regionen sequenziert. 

Es waren verschiedene retrovirale Integrationen in Wachstumsfaktor-

unabhängigen TF1-Mutanten identifiziert worden (Fehse, 1996; Fehse et al., 1999). 

Die Integrationen erfolgten u.a. in die Genloci GRIK1 (GluR5), ITPR3 (Inositol-1,4,5-

trisphosphat-Rezeptor Typ 3) und CCND2 (Cyclin D2) sowie in einen unbekannten 

Genlokus („virus tagged gene“ 1, VTG1).  
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2.4. Ionotrope Glutamatrezeptoren  
Glutamat ist eine nicht-essentielle Aminosäure und wird als Mediumbestandteil für 

die Kultivierung hämatopoetischer Zellen eingesetzt. Es ist daneben der natürliche 

Ligand ionotroper Glutamatrezeptoren, bei denen es sich um Ionenkanäle handelt, 

die hauptsächlich permeabel für Kalzium- und Natriumionen sind. Die Bindung des 

Glutamat führt zu einer Änderung der Konformation des Rezeptors und zum         

Ionentransport. Die Expression verschiedener ionotroper Glutamatrezeptoren wurde 

in Neuronen und neuronalen Stammzellen (Dingledine et al., 1999), embryonalen 

Stamm- (Bain et al., 1995) und Carcinomazellen (Turetsky et al., 1993) sowie in Me-

gakaryozyten (Genever et al., 1999) und Lymphozyten (Lombardi et al., 2001) nach-

gewiesen. Zellen der neuronalen Mikroglia exprimieren ebenfalls ionotrope Gluta-

matrezeptoren (Noda et al., 2000). Sie haben im Gehirn eine ähnliche immunologi-

sche Funktion (Gonzalez-Scarano und Baltuch, 1999) wie die Granulozy-

ten/Makrophagen des hämatopoetischen Systems.  

Basierend auf pharmakologischen Untersuchungen mit selektiven Agonisten wird 

die Rezeptorfamilie in drei verschiedene Klassen unterteilt. Dies sind die N-methyl-D-

aspartat (NMDA)-Rezeptoren, die α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isooxazoleproprionat 

(AMPA)-Rezeptoren und die Kainatrezeptoren. Die Klonierung der Rezeptoren führte 

zur Identifierung verschiedener Gene und einer Vielzahl alternativ gespleißter und 

editierter mRNAs. NR1, NR2A-D und NR3A gehören zur Klasse der NMDA-

Rezeptoren und GluR1-4 (GluRA-D) zu den AMPA-Rezeptoren. Die Familie der   

Kainatrezeptoren wird durch die hoch-affinen KA1 und KA2 sowie GluR5, GluR6 und 

GluR7 gebildet, die eine deutlich geringere Affinität für Kainat aufweisen (Dingledine 

et al., 1999).  

 
2.4.1. Funktionen ionotroper Glutamatrezeptoren 
Im Rahmen der exitatorischen Erregungsfortleitung im ZNS werden präsynaptische 

Spannungs-abhängige Kalziumkanäle aktiviert. Der Einstrom von Kalziumionen führt 

zur Freisetzung von Glutamat aus präsynaptischen Vesikeln in den synaptischen 

Spalt. Glutamat diffundiert zur postsynaptischen Membran und aktiviert dort NMDA- 

und AMPA-Rezeptoren. Die Aktivität der Rezeptoren führt zur Depolarisation der 

Membran, der Bildung eines exitatorischen postsynaptischen Potentials (EPSP) und 

zur Weiterleitung des Nervenimpulses.  
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Glutamat und andere Agonisten ionotroper Glutamatrezeptoren, wie NMDA und 

Kainat, können in einigen neuronalen Zellen die Apoptose induzieren (Sastry und 

Rao, 2000). Die Aktivität der Rezeptoren führt direkt oder indirekt zu einer stark er-

höhten intrazellulären Kalziumkonzentration. Es kommt dadurch zu einer Überladung 

der Mitochondrien mit Kalzium, was zu massiven Störungen des Energiehaushalts 

der Zelle und zur Apoptose führen kann (Berridge, 1998). Es werden auch „reactive 

oxygen species“ (ROS) sowie Stickstoffmonooxidradikale gebildet, die u.a. zu einer 

Lipidperoxidation führen (Kaul et al. 2001). Darüber hinaus kommt es zur Aktivierung 

Kalzium-abhängiger Endonukleasen, welche die genomische DNA der Zellen abbauen 

(Carson und Ribeiro, 1993). In Neuronen des Hippocampus konnte zudem gezeigt 

werden, dass die Inkubation der Zellen mit Glutamat zu einer Kalzium-abhängigen 

Aktivierung der Phosphatase Calcineurin führt und die Apoptose induziert wird 

(Wang et al., 1999). Bad wird von Calcineurin dephosphoryliert, heterodimerisiert mit 

Bcl-xL und die Funktion des Bcl-xL ist blockiert. Es kommt zur Translokation des   

Cytochrom C und zur Aktivierung von Caspasen.  

Die Aktivierung von NMDA- und AMPA-Rezeptoren durch Glutamat ist vermutlich 

auch an der Entstehung chronischer neurodegenerativer Erkrankungen, wie Chorea 

Huntington, Parkinson-Syndrom und Alzheimer-Krankheit beteiligt (Meldrum, 2000). 

Die exzitotoxische Wirkung des Glutamats ist verantwortlich für die Apoptose be-

stimmter Neuronen des ZNS (Sastry und Rao, 2000). Daneben konnte durch Einsatz 

selektiver Rezeptorantagonisten demonstriert werden, dass die Aktivität der Rezep-

toren eine Rolle im Rahmen der Entstehung zerebraler Ischämie (Schlaganfall), 

traumatischer Verletzungen des Gehirns und der Epilepsie spielt (Meldrum, 2000). 

Die Aktivierung von AMPA-Rezeptoren und Kainatrezeptoren durch Glutamat ist 

auch an der Entstehung der multiplen Sklerose beteiligt (Matute et al., 2001). Bei 

dieser Erkrankung kommt es aufgrund einer entzündlichen Reaktion zur Degenerati-

on Myelin-produzierender Oligodendrozyten und schließlich der Nervenfasern.  
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Der moderate Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration, hervorgerufen 

durch die Aktivität ionotroper Glutamatrezeptoren, unterstützt das Überleben kulti-

vierter neuronaler Zellen (Gallo et al., 1987). Daneben spielt Glutamat auch eine 

wichtige Rolle für die Differenzierung, Migration und das Überleben von Zellen im 

Rahmen der Entwicklung des ZNS (Meldrum, 2000). So führt die kurzzeitige Blockie-

rung von NMDA-Rezeptoren in späten fötalen oder frühen neonatalen Entwicklungs-



stadien zu einer großflächigen, apoptotischen Neurodegeneration (Ikonomidou et al., 

1999). Die Wirkung des Glutamats im Gehirn ist daher vermutlich u.a. abhängig vom 

untersuchten Zelltypen und synergistischen Effekten durch Wachstumsfaktoren. 

Während der exzitotoxische Effekt des Glutamats in der sympathisch-neuronalen 

Zellinie PC12 durch Inkubation mit „nerve growth factor“ (NGF) oder „basic fibroblast 

growth factor“ (bFGF) deutlich verstärkt wird, blockiert die Kultivierung mit „epidermal 

growth factor“ (EGF) den Effekt vollständig (Schubert et al., 1992). Die Inkubation 

mit unterschiedlichen Neurotrophinen reduziert die Kainat-induzierte Exzitotoxizität in 

Neuronen des Striatum in vitro und in vivo deutlich (Gratacòs et al., 2001).  

 
2.4.2. Struktur ionotroper Glutamatrezeptoren 
Analysen mit verschiedenen heterologen Expressionssystemen zeigen, dass       

ionotrope Glutamatrezeptoren als oligomere Komplexe wirken. Diese Komplexe be-

stehen vermutlich aus Tetrameren (Rosenmund et al., 1998; Ayalon und Stern-Bach, 

2001). Daneben wird aber auch eine pentamere Struktur der Rezeptorkomplexe dis-

kutiert (Ferrer-Montiel und Montal, 1996). Native Rezeptorkomplexe werden aus-

schließlich durch Untereinheiten der gleichen Klasse gebildet (Dingledine et al., 

1999). Die individuelle Expression des GluR5, GluR6 und GluR7 führt in heterologen 

Systemen zur Bildung homomerer Rezeptorkomplexe mit Ionenimportfunktionen   

(Bettler et al., 1990; Egebjerg et al., 1991; Schiffer et al., 1997). Hingegen erlauben 

KA1- und KA2-Rezeptoren nur in heteromerer Konfiguration mit GluR5, GluR6 oder 

GluR7 einen Transport von Ionen (Dingledine et al., 1999).  

Die Struktur der Untereinheiten verschiedener Rezeptorklassen unterscheidet sich 

nur unwesentlich. Die Untereinheiten besitzen vier hydrophobe Membrandomänen 

(M). Während M1, M3 und M4 die Zellmembran vollständig durchziehen, ist die M2 

als Schleife an der zytoplasmatischen Seite in die Membran eingelagert (Abb. 3). Die 

M2-Domänen der oligomerisierten Untereinheiten bilden die Kanalpore nativer     

Rezeptorkomplexe aus (Sutcliffe et al., 1996). Der N-terminale Bereich der Unterein-

heiten befindet sich extrazellulär und lässt sich in zwei verschiedene Regionen un-

terteilen. Die ersten ~400 Aminosäuren werden als extrazelluläre N-terminale     

Domäne (NTD) bezeichnet. Ein Teil der NTD bildet eine Oligomerisierungsdomäne 

aus, die für die Ausbildung nativer Rezeptorkomplexe essentiell ist (Kuusinen et al., 

1999; Leuschner und Hoch, 1999). 
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Abbildung 3: Struktur ionotroper Glutamatrezeptor-Untereinheiten  
Die Anordnung zweier Untereinheiten in der Zellmembran ist schematisch darge-
stellt. Die S1- und S2-Domänen, die Membrandomänen 1 bis 4, die extrazelluläre   
N-terminale Domäne (NTD) sowie der intrazelluläre carboxyterminale Bereich sind 
nach derzeitiger Modellvorstellung angeordnet (Dingledine et al., 1999). Identifizierte 
Phosphorylierungsorte des AMPA-Rezeptors GluR1 (Ser831, Ser845) und des    
Kainatrezeptors GluR6 (Ser684) sind angegeben. 
 

Die folgenden ~150 Aminosäuren der NTD werden als S1-Domäne bezeichnet. Die 

S1-Domäne bildet zusammen mit dem N-terminalen Bereich der S2-Domäne die 

Bindungsstelle des Liganden (Stern-Bach at al., 1994; Kuusinen et al., 1995). Die 

S2-Domäne befindet sich extrazellulär zwischen M3 und M4 und ihr carboxytermina-

ler Bereich ist ebenfalls an der Oligomerisierung der Untereinheiten beteiligt (Ayalon 

und Stern-Bach, 2001). Die carboxyterminalen Bereiche der Untereinheiten befinden 

sich intrazellulär und ermöglicht u.a. die korrekte Anordnung der Untereinheiten in 

der Zellmembran (Sheng und Pak, 2000).  

 
2.4.3. Regulation ionotroper Glutamatrezeptoren  
Die verschiedenen Untereinheiten und die alternativ gespleißten Rezeptorvarianten 

weisen sehr unterschiedliche pharmakologische und elektrophysiologische Eigen-

schaften auf (Dingledine et al., 1999). Ihre Kombination bedingt die Aktivität nativer 

Rezeptorkomplexe. Die Funktion kann durch zusätzliche posttranskriptionelle („RNA-

editing“) oder posttranslationale (Phosphorylierung) Modifikationen moduliert wer-

den. Es können also eine Vielzahl nativer Rezeptorkomplexe gebildet werden, die 

ganz unterschiedliche Ionenimportfunktionen aufweisen. Die Bildung solcher Rezep-

torkomplexe ist abhängig von dem Zelltyp, Differenzierungsgrad der Zelle und onto-

genetischen Entwicklungsstadium.  

Das alternative Spleißen von prä-mRNAs ist ein vielseitiger Mechanismus, der es 
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ermöglicht unterschiedlich funktionelle Produkte eines Gens zu generieren (Smith 

und Valcárcel, 2000). Die Synthese eukaryontischer prä-mRNAs erfolgt zumeist 

durch komplexe Transkriptionseinheiten. In ihnen kann die prä-mRNA an verschie-

denen Terminationsorten gespaltet und polyadenyliert werden. Es entstehen mRNAs 

mit unterschiedlichen 3´Enden. Durch ein alternatives Spleißen interner Exone kann 

sich die Anzahl möglicher Varianten einer komplexen Transkriptionseinheit weiter 

erhöhen. Verschiedene Studien lassen vermuten, dass regulatorische Regionen der 

RNA, gemeinsam mit zellspezifischen Faktoren des Spleißapparats, die Aktivität  

unterschiedlicher 5´- und 3´-Spleißorte und das alternative Spleißen kontrollieren   

(Grabowski, 1998; Blencowe, 2000). Sie ermöglichen z.B. die positive Selektion neu-

ronaler und die negative Selektion nicht-neuronaler Exone (Grabowski, 1998). Ein 

Beispiel für regulatorische Bereiche der RNA sind exonische Spleiß-Verstärker    

(„exonic splicing enhancer“, ESE; Blencowe, 2000). Die DNA-Sequenzen der ESE 

sind sehr variabel und können von verschiedenen Spleißfaktoren der SR-

Proteinfamilie (Serin-, Arginin-reich) gebunden werden. Der zellspezifische Spleiß-

vorgang wird vermutlich durch die Bindung einer Vielzahl unterschiedlicher SR-

Proteine an spezifische ESE kontrolliert. Im Falle ionotroper Glutamatrezeptoren 

führt das alternative Spleißen in erster Linie zu Untereinheiten mit unterschiedlichen 

carboxyterminalen Bereichen. Aus neuronalen Zellen wurden bisher vier verschie-

dene GluR5- und jeweils zwei verschiedene GluR6- und GluR7-Isoformen kloniert 

(Dingledine et al., 1999). Daneben ist für AMPA-Rezeptoren auch ein alternatives 

Spleißen interner Exone nachgewiesen worden (Sommer et al., 1990). Jede der be-

kannten Untereinheiten liegt in zwei verschiedenen Isoformen vor (Flip/Flop). Diese 

unterscheiden sich in ihren Kanaleigenschaften und werden während der Onto-

genese zeitlich unterschiedlich exprimiert. 
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Die posttranskriptionelle Modifikation der mRNA („editing“) wurde bei AMPA-

Rezeptoren und Kainatrezeptoren beobachtet (Sommer et al., 1991). Die Aktivität 

der dsRNA-Adenosin-Desaminase ermöglicht die Desaminierung spezifischer      

Adenosine zu Inosinen. Dies führt zu veränderten Kodons der mRNAs und zu      

Aminosäureaustäuschen in den translatierten Proteinen. Da in erster Linie eine Posi-

tion in der Kanal-bildenden M2-Domäne editiert wird, führt dies zur Modifikation der 

physikalischen Eigenschaften der Kanalpore (Dingledine et al., 1999). Der Anteil edi-

tierter mRNAs ist ebenfalls abhängig vom Zelltyp, Differenzierungsgrad der Zelle und 



ontogenetischen Entwicklungsstadium.  

Die Funktion ionotroper Glutamatrezeptoren kann durch Phosphorylierungen    

reguliert werden. Darüber hinaus scheint ein basales Niveau der Phosphorylierung 

für die Aufrechterhaltung der Rezeptorfunktionen nötig zu sein (Dingledine et al., 

1999). Ionotrope Glutamatrezeptoren werden u.a. durch Proteinkinase A und C 

(PKA, PKC) und Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase 2 (CaMKII) phosphoryliert. Die 

Phosphorylierung des AMPA-Rezeptoren erfolgt zumeist zwischen M3 und M4    

(Yakel et al., 1995). Der Kainatrezeptor GluR6 wird ebenfalls in diesem Bereich 

(Ser684; Abb. 3) durch PKA phosphoryliert und hat dadurch eine erhöhte Aktivität 

(Raymond et al., 1993). Daneben konnten Phosphorylierungen im carboxyterminalen 

Bereich des AMPA-Rezeptors GluR1 nachgewiesen werden (Roche et al., 1996, 

Barria et al., 1997). Auch hier führt die Phosphorylierung des Serin831 (PKC 

und/oder CaMKII) und Serin845 (PKA) zu einer erhöhten Aktivität des Rezeptors.  

 
2.5. Signaltransduktionskaskaden 
Eine Vielzahl extra- und intrazellulärer Signale reguliert die Proliferation, Differenzie-

rung und Apoptose hämatopoetischer und anderer Zellen. Diese werden durch die 

Aktivierung unterschiedlicher intrazellulärer Signaltransduktionskaskaden vermittelt.  

 

2.5.1. Signaltransduktion durch Wachstumsfaktoren 
Die Bindung von Wachstumsfaktoren an membranständige Rezeptoren ist der erste 

Schritt in der Transduktion Wachstums-unterstützender Signale in die Zelle. Sie führt 

zur Dimerisierung der Rezeptor-Untereinheiten und zur Aktivierung verschiedener Pro-

teinkinasen (Abb. 4). Protein-Tyrosinkinasen (PTK), die an Rezeptoren gebunden sind, 

aktivieren Adaptormoleküle (u.a. Grb2, SOS), was zur Stimulierung von Ras/Raf und 

zur Phosphorylierung von MEK (MAPK/ERK Kinasen) sowie MAPK führt. Die phospho-

rylierte Form der MAPK kann in den Zellkern translozieren, dort Transkriptionsfaktoren 

phosphorylieren und damit die Expression unterschiedlicher Gene aktivieren. Im      

Gegensatz dazu führt die Aktivierung zytoplasmatischer Serin/Threonin-Kinasen, den  

Janus-Kinasen (JAK), direkt zur Phosphorylierung spezifischer Transkriptionsfaktoren 

im Zytoplasma (STATs), die daraufhin in den Zellkern translozieren und dort die      

Genexpression aktivieren (Ihle und Kerr, 1995). 
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Abbildung 4: Signaltransduktion durch Wachstumsfaktoren und ionotrope Glu-
tamatrezeptoren  
Erläuterung im Text. Bisher nicht in hämatopoetischen, aber in verschiedenen neuro-
nalen Zellen nachgewiesen und daher durch ein Fragezeichen gekennzeichnet, sind: 
die Expression von Kainatrezeptoren (KAR); die Interaktion ionotroper Glutamatrezep-
toren mit SAP; die Kalzium-abhängige bzw. -unabhängige Aktivierung von Ras durch 
NOS bzw. Lyn; die Kalzium-abhängige Aktivierung von MEK durch PI3K sowie die 
Phosphorylierung ionotroper Glutamatrezeptoren durch PKC und CaMKII. Abkürzun-
gen siehe Text und: NMDAR/AMPAR- NMDA- bzw. AMPA-Rezeptoren, PTK- Protein-
Tyrosinkinasen, PLCγ- Phopholipase Cγ, InsP3- Inositol-1,4,5-Trisphosphat, PCMA2- 
Plasmamembran Ca2+-ATPase (Typ 2), SERCA2- Sarkoplasmatisches Retikulum 
Ca2+-ATPase (Typ 2), PIP2- Phosphatidyl-inositol-diphosphat, VGCC- „voltage-gated 
calcium channels“, SOC- „store-operated channels“, SAP- Synapsen-assoziierte Pro-
teine (verändert nach Clapham, 1995; Hanahan und Weinberg, 2000).  
 

Daneben können durch die Expression unterschiedlicher Integrine an der Zelloberflä-

che, Proteine der ECM oder Integrine anderer Zellen (Zell-Zell-Kontakt) gebunden 

werden. Dadurch kommt es zur Aktivierung zytoplasmatischer PTK (Shc, Fyn), die  

ebenfalls in der Lage sind die Ras/MAPK-Signalkaskade zu aktivieren.  

Neben der Aktivität der oben beschriebenen Signaltransduktionskaskaden ist die 

Regulation der Konzentration des intrazellulären Botenstoffs Kalzium von zentraler 

Bedeutung. Der Kalziumeinstrom in das Zytoplasma wird sehr streng kontrolliert und 
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erfolgt über Kanäle aus zwei Hauptreservoirs, dem extrazellulären Raum und dem 

endoplasmatischem Retikulum (ER). Gegenwärtige Modelle gehen davon aus, dass 

die Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptoren (InsP3Rs) für die initiale Erhöhung der  

zytoplasmatischen Kalziumkonzentration verantwortlich sind (Clapham, 1995). Die 

Bindung der Wachstumsfaktoren an ihren Rezeptor und die anschließende Aktivierung 

rezeptorgebundener PTK führt hierbei zur Stimulierung der Phospholipase Cγ und zur 

Spaltung von membrangebundenem Phosphatidylinositol-diphosphat in Diacylglyce-

rol (DAG) und Inositol-1,4,5-Trisphosphat (InsP3). InsP3 diffundiert zum ER, bindet 

an die InsP3Rs und öffnet die Kanäle. Die Erhöhung der zytoplasmatischen Kalzi-

umkonzentration ist nur kurzzeitig, da das Kalzium durch Ca2+-ATPasen (u.a. 

PCMA2, SERCA2) in den extrazellulären Raum oder zurück in das ER transportiert 

wird. Eine länger andauernde bzw. zusätzliche Erhöhung der zytoplasmatischen Kal-

ziumkonzentration kann durch die Aktivierung der „store-operated channels“ (SOC; 

Jaconi et al., 1997) erreicht werden, die zu einem Einstrom extrazellulären Kalziums 

führt. Daneben kann die zytoplasmatische Kalziumkonzentration auch durch die  

Aktivierung Spannungs-abhängiger Kalziumkanäle („voltage-gated calcium chan-

nels“, VGCC; Lewis und Cahalan, 1995), von NMDA-Rezeptoren (Genever et al., 

1999) und möglicherweise auch von AMPA-Rezeptoren sowie Kainatrezeptoren  

erhöht werden.  
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Die zytoplasmatische Kalziumkonzentration beeinflusst die Aktivität regulatori-

scher Schlüsselenzyme, wie u.a. PKC, Ca2+/CaM-abhängiger Proteinkinasen 

(CaMK) und der Ca2+/CaM-abhängigen Adenylatzyklase, die wiederum in der Lage 

ist, PKA zu aktivieren. Alle diese Proteinkinasen können CREB („cAMP response 

element-binding“-Protein) phosphorylieren. Phosphoryliertes CREB bindet an das 

Kalzium/cAMP-responsive Element in den Promotoren verschiedener Gene. Durch 

die anschließende Interaktion des gebundenen CREB mit seinem Koaktivator CBP 

(CREB-bindendes Protein) wird u.a. die Expression des Transkriptionsfaktors c-Fos 

aktiviert. c-Fos bildet zusammen mit dem Transkriptionsfaktor c-Jun Heterodimere, 

die Bestandteil des AP-1 Transkriptionskomplexes sind. Daneben ermöglicht die 

Stimulierung Kalzium-abhängiger Phosphatasen (Calcineurine) u.a. die Translokati-

on des dephosphorylierten Transkriptionsfaktors NF-AT („nuclear factor of activated 

T cells“) in den Nukleus (Crabtree, 1999). In neuronalen Zellen wird die Ras/MAPK-

Signalkaskade durch eine erhöhte Kalziumkonzentration, aufgrund der Aktivität von 



VGCC, stimuliert (Rosen und Greenberg, 1996). 

 

2.5.2. Signaltransduktion durch ionotrope Glutamatrezeptoren  
Neuronale Glutamatrezeptoren sind in postsynaptischen Regionen konzentriert 

(„postsynaptic densities“, PSD). In den PSD können auch verschiedene Signalmole-

küle, Komponenten des Zytoskeletts und Mitglieder der SAP90-Familie (Synapsen-

assoziierte Proteine, SAP) nachgewiesen werden. SAP binden an die carboxytermi-

nalen Bereiche ionotroper Glutamatrezeptoren und diese Interaktion ist für ihre kor-

rekte Anordnung der Rezeptoren in der Membran essentiell (Sheng und Pak, 2000). 

Daneben sind SAP durch ihre unterschiedlichen Domänen in der Lage eine Vielzahl 

weiterer Proteine zu binden. Als zentrales Adapter-Protein bilden sie ein Netzwerk in 

den PSD aus, in dem Glutamatrezeptoren untereinander („clustering“) und mit Ele-

menten des Zytoskeletts verbunden sind. 

Vermutlich ermöglicht die Assoziation der Glutamatrezeptoren mit verschiedenen 

SAP die Interaktion der Rezeptoren mit nicht-rezeptorgebundenen PTK der Src-

Familie (Lyn, Fyn) und anderen Ras-Effektoren, die auch durch SAP gebunden wer-

den können (Sheng und Pak, 2000; Abb. 4). Lyn ist in primären Nervenzellen physi-

kalisch mit AMPA-Rezeptoren assoziiert und sie kann durch Inkubation mit dem   

Rezeptoragonisten AMPA aktiviert werden (Hayashi et al., 1999). Die Aktivierung ist 

unabhängig von der Ausbildung funktioneller Ionenkanäle oder einer erhöhten     

zytoplasmatischen Kalzium- bzw. Natriumkonzentration. Sie führt zu Stimulierung 

der Ras/MAPK-Signalkaskade und zur Expression des BNDF-Gens („brain-derived 

neurotropic factor“).  

In Neuronen führt die Ionenimportfunktion der Glutamatrezeptoren zur Aktivierung 

Kalzium-abhängiger Signaltransduktionskaskaden. Die Stimulierung von NMDA-

Rezeptoren aktiviert Kalzium-abhängig die neuronale Stickstoffmonooxid-Synthetase 

(nNOS) in primären Neuronen (Yun et al., 1998). Vermutlich ist nNOS ebenfalls 

durch SAP mit dem Rezeptor assoziiert, so dass eine hohe lokale Kalziumkonzentra-

tion die Synthese des NO ermöglicht und schließlich zur Stimulierung der Ras/ 

MAPK-Signalkaskade durch NO führt. 
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Die Kultivierung primärer Vorläuferzellen der neuronalen Mikroglia (Oligodendro-

zyten) mit Kainat führt zur Aktivierung der PKC und zur Kalzium-abhängigen 

Phosphorylierung von MAPK (Pende et al., 1997). Die Autoren nehmen an, dass die 



Aktivität der PKC Signaltransduktionskaskaden induziert, die zur Stimulierung der 

MAPK und zur Phosphorylierung von CREB führen. Die Stimulierung der MAPK ist 

in diesem Falle nämlich unabhängig von der Aktivität des Ras. Eine Phosphorylie-

rung des CREB und die induzierte Expression von c-Fos kann in primären neurona-

len Zellen durch Antagonisten spezifisch für NMDA-Rezeptoren oder spezifisch für 

AMPA-Rezeptoren und Kainatrezeptoren blockiert werden (Schurov et al., 1999).  

Perkinton et al. (1999, 2002) konnten zeigen, dass die Stimulierung der MAPK-

Signalkaskade durch NMDA- und AMPA-Rezeptoren abhängig von der Aktivierung 

der PI3-Kinase durch Kalzium ist. Für die Stimulierung der Kaskade in primären 

Neuronen des Striatum wird zusätzlich die Aktivität eines bisher unbekannten hete-

rotrimeren G-Proteins benötigt. Daneben wird die Aktivierung der Kaskade durch 

CaMKII und einer nicht-rezeptorgebundenen Src-Kinase moduliert.  

Verschiedene Untersuchungen zeigen also, dass die Signaltransduktion durch   

ionotrope Glutamatrezeptoren in Neuronen sehr komplex ist. Neben der Kalzium-

abhängigen Aktivierung von nNOS, PKC und PI3-Kinase konnte auch eine Kalzium-

unabhängige Aktivierung der Src-Kinase Lyn durch ionotrope Glutamatrezeptoren 

nachgewiesen werden. Die MAPK wird durch die Aktivität dieser Enzyme stimuliert. 

Sie ist somit, neben dem sekundären Botenstoff Kalzium, ein zentraler Bestandteil 

der Signaltransduktion durch Wachstums-unterstützende Signale und ionotrope  

Glutamatrezeptoren. Daneben sind Kalzium-abhängige Proteinkinasen, wie PKC und 

CaMKII, nicht nur in die Signaltransduktion neuronaler Glutamatrezeptoren involviert, 

sondern auch in der Lage die Aktivität der Rezeptoren durch Phosphorylierungen zu 

regulieren. Die Aktivierung der PKC ist abhängig von DAG (Abb.4) und wird somit 

indirekt auch von der Stimulierung der Zellen durch Wachstumsfaktoren beeinflusst.  
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3. Fragestellung 
Die Wachstumsfaktor-unabhängige Proliferation hämatopoetischer Zellen ist ein 

wichtiges Charakteristikum der akuten myeloischen Leukämie. In der vorliegenden 

Arbeit soll zunächst die Frage beantwortet werden, ob die mutagene Eigenschaft der 

retroviralen Integration die Ursache für die Abrogation der Wachstumsfaktor-

Abhängigkeit in den Mutanten ist und ob solche mutierten Gene die Progression 

akuter myeloischer Leukämien fördern. Die zuvor identifizierten retroviralen Integra-

tionen wurden deshalb mit Hilfe neu veröffentlichter DNA Sequenzen näher charak-

terisiert. 

Daneben lies die retrovirale Integration im Gen des GluR5 vermuten, dass die 

Regulation dieser Genfunktion eine Rolle in der Abrogation der Wachstumsfaktor-

Abhängigkeit spielt. Daher wird die Expression und Funktion des GluR5 und anderer 

Kainatrezeptoren in hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen sowie Wachs-

tumsfaktor-unabhängigen Mutanten beschrieben. Es sollte darüber hinaus geklärt 

werden, ob diese Rezeptoren eine Funktion für die Regulation der Proliferation,   

Differenzierung und Apoptose hämatopoetischer Vorläuferzellen haben. Schließlich 

soll beantwortet werden, ob der skizzierte experimentelle Ansatz es grundsätzlich 

ermöglicht Gene zu identifizieren, die für die Tumorentwicklung relevant sind.  
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4. Material und Methoden  
4.1. Material 
4.1.1. Enzyme und Chemikalien 
Die verwendeten Enzyme und einige Reaktionspuffer wurden bezogen von Amers-

ham Pharmacia Biotech Europe (Freiburg), ICN Biomedicals (Eschwege), Life Tech-

nologies (Karlsruhe), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), New England Biolabs (Frank-

furt), Perkin Elmer Applied Biosystems (PE, Weiterstadt), Promega Deutschland 

(Mannheim), Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics (Mannheim) und Stratagene Euro-

pe (Amsterdam, Niederlande).  

Die Kulturmedien für Bakterien und Säugetierzellen wurden bezogen von Difco 

Laboratories (Detroit, USA), ICN Biomedicals, Life Technologies und Sigma-Aldrich 

Chemie (Taufkirchen). Alle weiteren Chemikalien lieferten die Firmen Merck (Darm-

stadt), SERVA Electrophoresis (Heidelberg), Sigma-Aldrich und WAK-Chemie Medi-

cal (Bad Soden). 

 
4.1.2. Puffer und Lösungen 
Alle Puffer, Lösungen und Medien wurden mit zweifach destilliertem Wasser herge-

stellt und soweit nicht anders angegeben bei Raumtemperatur (RT) gelagert.  

 
1 M Tris-HCl:  121 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan wurde in 800 ml gelöst, 

der gewünschte pH Wert mit konzentrierter HCl eingestellt, die 

Lösung bis 1 l aufgefüllt und autoklaviert.  

6x BPB-Puffer: 60 % Glycerol, 60 mM Na2EDTA, 0,2 % Bromphenolblau (BPB); 

Lagerung bei 4°C 

TAE-Puffer:   40 mM Tris-Acetat, 2 mM Na2EDTA  

TE-Puffer:    10 mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM Na2EDTA; autoklaviert 

10x PBS:      1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 43 mM Na2HPO4, 14 mM KH2PO4 

10x MOPS: 400 mM 3-Morpholinopropansulfonsäure, 100 mM Natriumacetat 

(pH 7), 10 mM Na2EDTA; Lagerung (lichtgeschützt) bei 4°C  

20x SSC:    3 M NaCl, 0,3 M tri-Natriumcitrat (pH 7); autoklaviert 

DNA-Lysispuffer: 10 mM Tris-HCl (pH 8,2), 400 mM NaCl, 2 mM Na2EDTA, 0,5 % 

SDS, 100 µg/ml Proteinase K (Roche) 

„Northern“-Puffer: 1x MOPS, 250 mM Formaldehyd 
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5x RNA-Puffer: 5x MOPS, 0,1 % BPB, 4 mM Na2EDTA, 16 mM Formaldehyd,    

20 % Glycerol, 13,9 mM Formamid (deionisiert); Lagerung bei 4°C 

Puffer A: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4), 1 mM Na2EDTA, 1 mM Pefabloc      

(Roche), 1 mM PMSF (Merk), 200 U/ml Aprotinin (ICN)  

Puffer B:    1x PBS, 0,05 % Tween 20, 10 % Milchpulver 

5x SDS-Puffer: 250 mM Tris-HCl (pH 6,8), 5 % SDS, 10 % Glycerin, 0,1 % BPB; 

Lagerung bei 4°C 

10 % SDS:  50 g SDS wurde gelöst (68°C), die Lösung bis 500 ml aufgefüllt. 

Transferpuffer:  25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,2 % SDS, 20 % Methanol  

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS 

BrdUTP: 2 mM BrdUTP (Sigma-Aldrich) in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5); Lage-

rung bei -20°C  

Lösung 1: 50 mM Glukose, 10 mM Na2EDTA, 25 mM Tris-HCl (pH 8),          

4 mg/ml Lysozym; Lagerung bei 4°C 

Lösung 2:    0,2 N NaOH, 1 % SDS; frisch angesetzt  

Lösung 3:    3 M Natriumacetat (pH 4,8) 

RNAse A: Ribonuklease A aus Rinderpankreas (Roche) wurde gelöst         

(1 mg/ml), 2 min aufgekocht und portioniert; Lagerung bei -20°C  

DNQX:     DNQX (100 mM) wurde in DMSO gelöst, Lagerung -20°C   

DEPC-Wasser: Wasser wurde mit Diethylpyrocarbonat versetzt (0,1 %), über 

Nacht bei 37°C inkubiert und autoklaviert. 

50x Denhardt: 1 % (w/v) Ficoll 400, 1 % (w/v) Polyvinylpolypyrrolidon, 10 mg/ml 

BSA Fraktion V; Lagerung bei -20°C 

4x Sammelgelpuffer:  0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,4 % SDS; Lagerung bei 4°C 

4x Trenngelpuffer:   1,5 M Tris-HCl (pH 8,8), 0,4 % SDS; Lagerung bei 4°C 

 
Hybridisierungslösungen: 
„Southernblot“: Wasser (22 ml), 20x SSC (15 ml), 10 % SDS (2,5 ml), 50x Denhardt 

(2,5 ml), 50 % Dextransulfat (8 ml); Lagerung bei -20°C 

„Northernblot”: Wasser (11 ml), 20x SSC (25 ml), 10 % SDS (10 ml), 50x Denhardt 

(10 ml), deionisiertes Formamid (44 ml); Lagerung bei -20°C 

Lambda: Wasser (27,5 ml), 20x SSC (15 ml), 10 % SDS (2,5 ml), 50x Den-

hardt (5 ml); Lagerung bei -20°C 
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Herstellung von Heringssperma-DNA    
Heringssperma-DNA (HS, 600 mg) wurde in 20 ml Wasser (100°C) gelöst, mit einer 

Kanüle durch mehrmaliges Pipettieren geschert und nach Zugabe von 100 µl Protei-

nase K (10 mg/ml) 30 min bei 37°C inkubiert. Sie wurde phenolisiert, gefällt und in   

5 ml Wasser gelöst. Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bestimmt. Sie 

wurde auf 10 mg/ml eingestellt, die DNA portioniert und bei -20°C gelagert. 

 
Äquilibrierung von Phenol 
Frisch destilliertes, kristallines Phenol (Merck) wurde mit 0,1 % 8-Hydrochinolin ge-

schmolzen (68°C). Durch Rühren wurde es mit 1 Volumen 1 M Tris-HCl (pH 8) über 

Nacht (ü.N.) äquilibriert. Die Äquilibrierung wurde mit 1 Volumen 0,1 M Tris-HCl (pH 

8) so lange wiederholt, bis der pH Wert des Phenols 7,6 betrug. Das Phenol wurde 

bis zu einem Monat bei 4°C unter TE-Puffer gelagert. 

 
Herstellung von deionisiertem Formamid 
Formamid (250 ml, Merck) wurde 2-3 h durch Rühren mit 10-15 g Typ AG 501-X8(D) 

Mixed Bed Resin (20-50 mesh, Bio-Rad Laboratories, München) deionisiert. Es wur-

de mit 3 MM Whatman Papier filtriert, portioniert und bei -20°C gelagert. 

 
Herstellung von Acrylamidlösung 
30 g Acrylamid (Merck) und 0,8 g Bisacylamid (SERVA) wurden in 100 ml Wasser 

gelöst und 1-2 h entgast. Die Lagerung erfolgte lichtgeschützt bei 4°C. 

 
4.1.3. Medien und Zusätze 
a) Medien für Bakterien: 
LB: 50 g Bacto-Trypton, 25 g Hefe-Extrakt und 50 g NaCl wurden in 5 l gelöst, 

der pH Wert mit 5 N NaOH auf 7,2 eingestellt und autoklaviert. 

SOB: 10 g Bacto-Trypton, 2,5 g Hefe-Extrakt und 0,25 g NaCl wurden in 500 ml  

gelöst, der pH Wert mit 5 N NaOH auf 7,2 eingestellt und autoklaviert. 

SOC: 98 ml SOB-Medium wurde mit 1 ml 1 M MgCl2/0,5 M MgSO4-Lösung und 

1 ml steril filtrierter (0,22 µM Millex-GS Filter, Millipore, Eschborn) 2 M 

Glukoselösung versetzt und anschließend erneut steril filtriert. 

SM   2,9 g NaCl und 1 g MgSO4 wurden mit 25 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,5), 2,5 ml 

    2 %-iger Gelatine und 472,5 ml Wasser gelöst.  
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Ampicillin: Ampicillin (50 mg/ml) wurde unter Zusatz geringer Menge NaOH gelöst, 

portioniert und bei -20°C gelagert. 

Kanamycin: Kanamycin (50 mg/ml) wurde gelöst, portioniert und bei -20°C gelagert.  

Agarplatten:  7,5 g Bacto-Agar (Difco) wurde in 500 ml LB-Medium autoklaviert. 

Nach Abkühlen auf 60°C wurde Ampicillin (50 µg/ml) und/oder Kana-

mycin (100 µg/ml) dazugegeben und die Platten gegossen. 

Top-Agar:  3,5 g Bacto-Agar (Difco) wurde in 500 ml LB-Medium autoklaviert. 

 
b) Medien für Säugetierzellen: 
DMEM: Dulbecco´s modifiziertes „Eagle“-Medium (ICN), 10 % FKS (Life Tech.), 

45 mM Natriumhydrogencarbonat, 2 mM Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 

Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50 µg/ml; beide Life Tech.). 

MEM: Minimal essentielles „Eagle“-Medium (Sigma-Aldrich), 10 % FKS, 9 mM 

Natriumhydrogencarbonat, 2 mM Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, Penicil-

lin und Streptomycin (Konzentrationen wie oben). 

αMEM: αMEM (Life Tech.), 15 % Pferdeserum (PAN Systems, Aidenbach), 2 mM 

Glutamin, Penicillin und Streptomycin (Konzentrationen wie oben). 

RPMI: RPMI 1640 (Life Tech.), 10 % FKS, 2 mM Glutamin, 1 mM Natriumpyru-

vat, Penicillin und Streptomycin (Konzentrationen wie oben). 

Geneticin: Geneticin (40 mg/ml; Life Tech.) wurde in Wasser gelöst und steril filtriert  

Trypsin/EDTA: 10x Trypsin/EDTA Lösung (Life Tech.) wurde 1/10 in PBS verdünnt 

Zellkulturagar:  Zellkulturagar (SERVA) wurde gelöst (3,6 %) und autoklaviert 

Tryphanblau:  Tryphanblau in PBS gelöst (1 %). 

 
4.1.4. Plasmide und Vektoren 
Die Klonierung der DNA-Fragmente wurde mit pBluescript II KS+ (Stratagene), 

pUC19 (Life Tech), pRC1 (C. Baum) und der 3´proviral-flankierenden Regionen mit 

p408 durchgeführt (Fehse, 1996). Der retrovirale Vektor pM5neo (Bergemann et al., 

1995) wurde für die Transduktion des ∆G5 verwendet. Für die Konstruktion der loxP-

Expressionsplasmide wurden pcDNA3.1.Zeo (Invitrogen), pRC1, pSBC, pMO1n, 

pSFβCAT, pSFβ1Neo und pSFβ1∆CLNGFR (alle C. Baum) eingesetzt.  
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4.1.5. Bakterienstämme 
Es wurden die Escheria coli-Stämme DH10B (Life Tech), C600hfl (Promega) und 

Epicurian-Coli (Stratagene) verwendet. Die Epicurian-Coli wurden bei 28°C, alle  

anderen Bakterien bei 37°C im Brutschrank oder Inkubationsschüttler (200-250   

Umdrehungen pro Minute, Upm) kultiviert.  

 
4.1.6. Säugetierzellen 
Es wurden folgende Zellinien verwendet: TF1 (Kitamura et al., 1989), TF1-

Zellmutanten (Stocking et al., 1993; Fehse et al., 1996, 1999), FDCP1 (DSMZ ACC 

368), GP-envAm12 (GA, Markowitz et al., 1988), MS-5 (Itoh et al., 1989) sowie Hek 

293 (DSMZACC 305), HL60 (ECACC 9807016) und K562 (ECACC 98121407).   

Primäre Knochenmarkstammzellen sowie periphere Blutzellen wurden von A.R.  

Zander, leukämische AML-Zellen von D.K. Hossfeld (beide Hamburg) zur Verfügung 

gestellt. 

 
4.1.7. Oligonukleotide 
Die HPLC gereinigten Oligonukleotide wurden von den Firmen Eurogentec (Seraing, 

Belgien) und Life Technologies geliefert. Die DNA-Sequenzen der verwendeten   

Oligonukleotide sind im Anhang angegeben.  

 
4.2. Methoden 
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Zentrifugationen bei Raumtemperatur 

(RT) und 13000 Upm in einer Pico-Tischzentrifuge (Heraeus, Hamburg) durchge-

führt. 

 
4.2.1. Klonierung von DNA 
4.2.1.1. Enzymatische Manipulation von DNA 
Restriktion von DNA 
Doppelsträngige DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen unter den vom Herstel-

ler angegebenen Bedingungen geschnitten. 

 
Phosphorylierung von 5´OH-Gruppen 
Die Klonierung der DNA-Fragmente, die mit Pfu DNA-Polymerase amplifiziert wur-

den, erforderte die Phosphorylierung von 5´OH-Gruppen. Die Reaktion wurde nach 
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Fällung bzw. Gelelution der Fragmente mit T4 Polynukleotidkinase (MBI) durchge-

führt. In einem 20 µl Ansatz wurden 20 pmol 5´DNA-Enden mit 10 U Enzym und 20 

mM dATP phosphoryliert. Der Ansatz wurde 45 min bei 37°C in Reaktionspuffer 

(MBI) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 µl 0,5 M Na2EDTA beendet 

und die Fragmente für die Klonierung eingesetzt. 

 
Dephosphorylierung von 5´OH-Gruppen 
Die Klonierung der DNA-Fragmente erforderte die Dephosphorylierung der 5´OH-

Gruppen linearisierter Plasmidvektoren vor der Ligation. Hierzu wurden 1 pmol      

5´-terminalphosphorylierter Plasmid-DNA und 1 U alkalische Phosphatase aus     

Kälberdarm (Roche) eingesetzt. Der Ansatz wurde 15 min bei 37°C und anschlie-

ßend 45 min bei 50°C in Reaktionspuffer (Roche) inkubiert. Die Phosphatase wurde 

durch Inkubation für 20 min bei 85°C inaktiviert und die Fragmente für die Ligation 

eingesetzt. 

 
Auffüllreaktion 5´- und 3´-überhängender DNA-Enden 
Der Verdau mit Restriktionsendonukleasen führte teilweise zu überhängenden DNA-

Enden. Für die Klonierung der Fragmente in EcoRV-geschnittene Plasmidvektoren 

mit glatten Enden mussten die DNA-Enden mit Nukleotiden aufgefüllt werden. Hierzu 

wurden die DNA-Fragmente (0,8 pmol) mit 2 U Klenow-Fragment (Roche) und       

2´-Desoxynukleotid-5´-Triphosphaten (dNTP, 50 µM) für 15 min bei RT in Reakti-

onspuffer (Roche) inkubiert. 

 
Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Ligation wurde mit T4-Ligase (Life Tech.) ü.N. bei 14°C durchgeführt. Im Falle 

überhängender 5´- oder 3´DNA-Enden wurde ein zweifacher, im Falle von glatten 

Enden ein zehnfacher Überschuss des zu klonierenden Fragments eingesetzt. Es 

wurden 50-100 ng linearisierter und dephosphorylierter Plasmidvektor mit der ent-

sprechenden Menge Fragment und 1 U Ligase in Reaktionspuffer ligiert. 

 
4.2.1.2. Transfektion von Escheria coli  
Präparation elektrokompetenter Escheria coli  
Alle Zentrifugationen wurden mit einer Centrikon H-401 (Kontron) bei 4°C durchge-

führt. Escheria coli (E. coli) des gewünschten Stammes wurden auf Agarplatten ohne 
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Antibiotika ausgestrichen und ü.N. inkubiert. Es wurden Klone gepickt und in 5 ml 

LB-Medium ohne Antibiotika ü.N. kultiviert. Für die Präparation wurde 1 l LB-Medium 

mit der ü.N. gewachsenen Kultur (Übernachtkultur) angeimpft. Die Bakterien wurden 

im Inkubationsschüttler bis zu einer OD600 von 0,5-0,7 kultiviert und anschließend bei 

4000x g für 10 min zentrifugiert. Der Niederschlag wurde im Kühlraum auf Eis in 1 l 

10 %-igem Glycerin (4°C) resuspendiert. Die Bakterien wurden erneut zentrifugiert 

und in 500 ml 10 %-iges Glycerin aufgenommen (siehe oben). In zwei weiteren 

Waschschritten wurde das Volumen zuerst auf 20 ml und schließlich auf 2 ml 10 %-

iges Glycerin eingeengt. Die Bakterien wurden portioniert, in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -70°C gelagert.  

Für jede Präparation wurde die Transfektionseffizienz von 20 pg pUC19 bestimmt. 

Die Effizienz sollte mindestens 5x 107 transfizierter Klone pro µg pUC19-DNA betra-

gen. 

 
Elektrotransformation 
Ligationsansätze wurden vor Durchführung der Elektroporation 1 h gegen 10 %-iges 

Glycerin auf VS-Filtern (Porengröße 25 nm; Millipore) dialysiert. Dies diente der Ver-

ringerung der Leitfähigkeit des Ansatzes. Phenolisierte Plasmid-DNA konnte direkt 

für die Elektroporation eingesetzt werden. Eine 50 µl Portion elektrokompetenter 

Bakterien wurde auf Eis aufgetaut. Die Bakterien wurden auf Eis mit 10 µl Ligations-

ansatz oder 1 µl Plasmid-DNA gemischt. Der Ansatz wurde in eine gekühlte Elektro-

porationsküvette (2 mm, Eurogentec) überführt. Die Elektroporation wurde in einem 

EasyjecT Basic Elektroporator (Equibio S.A.) mit 12,5 kV/cm und einer Impulsdauer 

von 5 ms durchgeführt. Die elektroporierten Bakterien wurden anschließend in 1 ml 

SOC-Medium aufgenommen und 1 h im Inkubationsschüttler kultiviert. Portionen der 

Bakterien wurden auf LB-Agarplatten mit Ampicillin und/oder Kanamycin ausgestri-

chen und ü.N. im Brutschrank kultiviert. 

 
4.2.1.3. Präparation von DNA  
Agarosegel-Elektrophorese 
Es wurden Agarosegele (0,7-2 %, 1,5 µg/ml Ethidiumbromid) zur analytischen und 

präparativen Auftrennung von DNA verwendet. Die DNA wurde nach Zugabe von 6x 

BPB-Puffer in die Probentaschen eingefüllt und bei 5-10 V/cm in TAE-Puffer aufge-
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trennt. Sie wurde durch Transillumination des Agarosegels mit UV-Licht (366 nm) 

sichtbar gemacht. 

 
DNA-Fragmentelution 
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem QIAquik Gel-

Extraction-Kit (Qiagen) durchgeführt. Die zu isolierenden Fragmente wurden mög-

lichst eng aus dem Gel ausgeschnitten. Pro 100 mg Gel wurden 300 µl QX1-Puffer 

dazugegeben und die Agarose 10 min bei 50°C geschmolzen. Der Ansatz wurde pro 

100 mg Gel mit 100 µl Isopropanol versetzt und auf eine Silikatgelmembran-Säule 

geladen. Die Säule wurde 2 min zentrifugiert und die gebundene DNA zweimal mit 

750 µl PE-Puffer gewaschen. Die DNA wurde 5 min mit 20-100 µl TE-Puffer inkubiert 

und durch Zentrifugation aus der Säule eluiert. Die Mengenabschätzung der eluier-

ten Fragmente wurde im Agarosegel vorgenommen.  

 
Phenolextraktion und Fällung von DNA 
Plasmid- und genomische DNAs wurde nach Isolierung mit äquilibriertem Phenol 

(4.2.1.) extrahiert, um störende Proteine und RNA zu entfernen. Die DNAs wurden 

dazu dreimal mit Phenol, einmal mit Phenol/Chloroform (1/1) und einmal mit Chloro-

form extrahiert.  

Die Fällung von Plasmid-DNA aus wässrigen Lösungen wurde durch Präzipitation 

mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,5) und 2,5 Volumen absolutem Ethanol 

erreicht. Die gefällte DNA wurde durch Zentrifugation 30 min gesammelt, einmal mit 

70 %-igem Ethanol gewaschen, durch Vakuum getrocknet und in TE-Puffer ü.N. ge-

löst.   

 
Konzentrationsabschätzung von Nukleinsäuren 
Die Quantität und Qualität isolierter DNAs wurde grundsätzlich im Agarosegel über-

prüft. Daneben wurden photometrische Konzentrationabschätzungen der DNAs und 

RNAs durchgeführt. Hierzu wurde die Absorption der Nukleinsäuren (1/100 und 

1/400 verdünnt) in einer Quarzküvette mit UV-Licht (260 und 280 nm) gemessen. 

Eine OD260 von 1 entspricht hierbei 50 µg DNA oder 40 µg RNA pro ml. Nukleinsäu-

ren mit einem Quotienten (OD260/280) von 1,8-2,0 wurden als ausreichend rein ange-

sehen.  
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Analytische Plasmid-DNA-Isolierung aus Bakterien 
Resistente Bakterienklone wurden von Agarplatten gepickt und in 3 ml LB-Medium 

(50 µg/ml Ampicillin und/oder 100 µg/ml Kanamycin) ü. N. kultiviert. Es wurden      

1,5 ml der Kultur für 1 min zentrifugiert. Der Bakterien-Niederschlag wurde in 100 µl 

Lösung 1 (4°C) resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden   

200 µl Lösung 2 dazugegeben, vorsichtig gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Da-

nach erfolgte die Zugabe von 150 µl Lösung 3 und die Inkubation auf Eis für 15 min. 

Der Ansatz wurde 15 min zentrifugiert, der Überstand mit 1 ml absolutem Ethanol 

(4°C) versetzt und die DNA 5 min bei -20°C gefällt. Die DNA wurde durch Zentrifuga-

tion (10 min) gesammelt, in 250 µl 0,3 M Natriumacetat (pH 5,5) resuspendiert, mit 

700 µl absolutem Ethanol gemischt und wie oben gefällt. Der DNA-Niederschlag 

wurde durch Vakuum getrocknet und in 60 µl TE (mit 10 µg/ml RNAse A) aufge-

nommen.  

 
Präparative Plasmid-DNA-Isolierung aus Bakterien 
Die präparative Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurden mit dem Plasmid-

Maxi-Kit (Qiagen) durchgeführt. Alle Zentrifugationen wurden mit einer Centrikon    

H-401 (Kontron) bei 4°C durchgeführt. 250 ml LB-Medium (50 µg/ml Ampicillin 

und/oder 100 µg/ml Kanamycin) wurden mit 100 µl einer klonalen Übernachtkultur 

geimpft und ü.N. kultiviert. Die Bakterien wurden für 10 min bei 7000x g gesammelt, 

in 10 ml P1-Puffer auf Eis resuspendiert und die Lösung nach 5 min vorsichtig mit  

10 ml P2-Puffer gemischt. Der Ansatz wurde 5 min bei RT inkubiert. Anschließend 

wurde 10 ml P3-Puffer (4°C) dazugegeben und die Lösung sofort vorsichtig ge-

mischt. Sie wurde 20 min auf Eis inkubiert und anschließend bei 20000x g zentrifu-

giert. Nach 30 min wurde der Überstand abgenommen, noch einmal zentrifugiert 

(20000x g, 30 min) und auf eine äquilibrierte Anionenaustausch-Säule (tip500) ge-

geben. Die gebundene DNA wurde zweimal mit 30 ml QC-Puffer gewaschen und 

anschließend mit 15 ml QF-Puffer eluiert. Es wurde 10,5 ml Isopropanol dazugege-

ben und die Lösung bei 10000x g zentrifugiert (30 min). Der DNA-Niederschlag wur-

de mit 5 ml 70 %-igem Ethanol gewaschen und der Ansatz 10 min zentrifugiert 

(10000x g). Die DNA wurde durch Vakuum getrocknet, in 100-400 µl TE-Puffer auf-

genommen und 15 min bei RT gelöst. Nach Mengenabschätzung im Agarosegel 

wurde die DNA mit Phenol extrahiert. 
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Präparation genomischer DNA aus Säugetierzellen  
Säugetierzellen (5x 105- 1x 108) wurden einmal mit PBS (4°C) gewaschen, zentrifu-

giert und die genomische DNA aus ihnen isoliert. Hierzu wurden die Zellen in 300 µl 

(bei Zellzahlen < 3x 107 ) oder 1 ml DNA-Lysispuffer pro 108 Zellen (bei Zellzahlen   

> 3x 107) resuspendiert. Sie wurden 12-18 h bei 37°C lysiert. Die freigesetzte DNA 

wurde phenolisiert und der Ansatz mit dem doppelten Volumen Ethanol (96 %) ver-

setzt, bei -20°C gefällt (30 min) und für 10 min zentrifugiert. Der DNA-Niederschlag 

wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE-Puffer (10 µg/ml 

RNAse A) resuspendiert. Die DNA wurde anschließend 1 h bei 50°C gelöst.  

 
Pfu Polymerase-Ketten-Reaktion  
Die Pfu DNA-Polymerase synthetisiert die DNA mit einer sechsmal geringeren Feh-

lerrate als die Taq DNA-Polymerase. Daher wurde die Amplifikation zu klonierender 

DNA-Fragmente mit Pfu DNA-Polymerase (Stratagene) und spezifischen Oligo-

nukleotiden durchgeführt. Die Reaktionen wurden auf Eis in einer Sterilwerkbank 

pipettiert. Es wurde 100 ng Plasmid-DNA oder 2 µl cDNA (komplementärer DNA, 

siehe unten) mit 2 µl 5 mM dNTP und je 30 pmol Oligonukleotid gemischt. Die Poly-

merase-Ketten-Reaktion („polymerase-chain-reaction“, PCR) wurde nach Zugabe 

von 2,5 U Polymerase in einem „thermo-cycler“ (Biometra) mit folgendem Programm 

durchgeführt: Einmalige Denaturierung zu Beginn der Reaktion bei 94°C (3 min); 

anschließend jeweils 25-35 Zyklen Denaturierung bei 94°C (45 s); Anlagerung der 

Oligonukleotide bei 50-65°C (45 s); Synthese bei 72°C (2 min pro 1 kb zu amplifizie-

render DNA). Am Ende wurde die Reaktion bei 72°C für 10 min inkubiert. Eine Porti-

on der Reaktion wurde elektrophoretisch aufgetrennt. Die Größe der amplifizierten 

Fragmente wurde überprüft und die Fragmente gegebenenfalls isoliert. 

 
4.2.1.4. Kanamycin-Resistenzgen-Komplementierungs-Technik 
Genomische DNA (10 µg) wurde in einem 100 µl Ansatz ü.N. mit 30 U NcoI verdaut. 

Eine Portion des Verdaus wurde im Agarosegel auf vollständige Restriktion über-

prüft. In zehn parallelen Ansätzen wurde jeweils 10 µl des Verdaus mit je 1 µg 

dephosphoryliertem p408 (Fehse, 1996) ligiert. Die Ansätze wurden vereinigt, phe-

nolisiert, gefällt und in 20 µl TE-Puffer aufgenommen. Der Gesamt-Ansatz wurde 

dialysiert und in elektrokompetente DH10B (Life Tech.) elektroporiert. Die Bakterien 
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wurden anschließend 1 h in SOC-Medium und eine weitere Stunde in SOC-Medium 

mit Ampicillin (50 µg/ml) und Kanamycin (100 µg/ml) inkubiert. Die Bakterien wurden 

ausgestrichen (Antibiotika wie oben) und ü.N. im Brutschrank inkubiert. Es wurden 

verschiedene Klone gepickt und in Anwesenheit der Antibiotika kultiviert. Die      

Plasmid-DNA wurde isoliert und durch Restriktionsverdau sowie DNA-

Sequenzierung analysiert.  

 
4.2.1.5. Analyse einer humanen embryonalen cDNA λ-Bibliothek  

Es wurde eine humane embryonale cDNA λ-Bibliothek (5´Stretch Plus; Clontech, 

Palo Alto, USA) eingesetzt, um VTG1-spezifische cDNA-Sequenzen zu identifizie-

ren. Die Bibliothek war durch reverse Transkription embryonaler RNA und Klonie-

rung der cDNA-Fragmente in den Vektor λgt10 hergestellt worden.  

  
Herstellung λ Bakteriophagen-kompetenter Bakterien 

Für die Herstellung λ Bakteriophagen-kompetenter (λ-kompetenter) Bakterien wurde 

eine Einzelkolonie des λ-sensitiven E. coli-Stamms C600hfl in 50 ml LB-Medium mit 

0,2 % Maltose inokuliert und ü.N. kultiviert. Die Bakterien wurden mit 4000x g 

zentrifugiert und der Niederschlag in 20 ml MgSO4 (10mM, 4°C) resuspendiert. Die 

λ-kompetenten Bakterien wurden für maximal drei Wochen bei 4°C gelagert. 

 
Infektion der Bakterien 

Die λ-Bakteriophagen der cDNA-Bibliothek wurden zur Analyse auf fünf große LB-

Agarplatten (Durchmesser ca. 20 cm) verteilt. Hierzu wurden je Platte 105 pfu    

(„plaque forming units“) mit 2 ml λ-kompetenter Bakterien und 25 ml Top-Agar 

(47°C) gemischt. Die Agarplatten wurden überschichtet und die Bakterien ü.N. bei 

37°C lysiert. Die Phagen-DNA wurde anschließend auf einen Nitrozellulosefilter   

übertragen. Hierzu wurde der Filter (BA-S85; Schleicher und Schüll, Dassel) auf die 

lysierten Bakterien gelegt und asymetrisch markiert. Er wurde nach einer Minute 

vorsichtig abgezogen und die transferierte Phagen-DNA für jeweils 2 min denaturiert 

(0,5 M NaOH; 1,25 M NaCl), neutralisiert (1 M Tris-HCl, pH 7,5) und gewaschen   

(2x SSC). Der Filter wurde 2 h bei 80°C getrocknet. Von jeder Platte wurde ein zwei-

ter Filter hergestellt, um falsch-positive Plaques zu erkennen. Der zweite Filter wurde 

2 min auf den lysierten Bakterien belassen.  
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Detektion positiver λ-Bakteriophagenklone  
Die Phagen-DNA wurde mit einer VTG1-spezifischen und radioaktiv markierten   

Probe (siehe unten) hybridisiert. Hierzu wurde die Membran mit Heringssperma-DNA 

(100 µg/ml) in λ-Hybridisierungslösung prähybridisiert. Die eingesetzte Probe wurde 

nach 1h bei 100°C denaturiert (5 min) und in die Hybridisierungslösung gegeben. 

Die Membran wurde bei 65°C ü.N. in einem Roller-Ofen inkubiert und am nächsten 

Tag wie folgt bei 65°C gewaschen: Jeweils 15 min mit 2x SSC; 2x SSC (0,1 % SDS); 

1x SSC (0,1 % SDS); 0,1x SSC (0,1 % SDS). Sie wurde anschließend 5 min bei RT 

getrocknet und mit einem „imaging-plate“ (Fuji) und Röntgenfilm ausgewertet. 

Die identifizierten positiven Plaques (106-108 pfu) wurden aus den großen Agar-

platten herausgeschnitten. Es wurden nur Plaques berücksichtigt, die auf beiden 

Membranen übereinstimmend identifiziert werden konnten. Der Top-Agar wurde in   

1 ml SM-Medium (mit einem Tropfen Chloroform) überführt und für 30 min bei RT 

inkubiert. Für jeden positiven Plaque wurden Verdünnungen mit 101-104 pfu pro   

100 µl SM-Medium angesetzt, mit je 100 µl λ-kompetenten Bakterien gemischt und 

20 min bei 37°C inkubiert. Zu jeder Verdünnung wurde 3 ml Top-Agar (47°C) zuge-

geben und hiermit Agarplatten (Durchmesser 9 cm) überschichtet. Die Bakterien 

wurden ü.N. bei 37°C lysiert. Die Phagen-DNA wurde anschließend, wie oben be-

schrieben, auf einen Nitrozellulosefilter übertragen mit einer VTG1-spezifischen und 

radioaktiv markierten Probe hybridisiert. Hierzu wurden nur Agarplatten verwendet, 

auf denen abgegrenzte Einzelplaques zu erkennen waren. 

 
Präparative DNA-Isolierung aus λ-Bakteriophagen 
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Für die Isolierung der Phagen-DNA wurde ein identifizierter positiver Plaque ausge-

schnitten, in 1 ml SM-Medium (mit einem Tropfen Chloroform) überführt und für      

30 min bei RT inkubiert. Die Phagensuspension (10 µl bzw. 100 µl) wurde mit jeweils 

1 ml λ-kompetenten Bakterien gemischt und bei 37°C inkubiert. Nach 20 min wurde 

50 ml LB-Medium (5 mM CaCl2) dazugegeben und der Ansatz für weitere 2 h inku-

biert. Es wurden nochmals 100 ml LB-Medium (5 mM CaCl2) dazugegeben und die 

Bakterien weiter kultiviert. Nach 3-5 h kam es zur Lyse der Bakterien. Daraufhin 

wurde 100 µl Chloroform zugesetzt und der Ansatz für weitere 10 min inkubiert. 

Schließlich wurden 50 ml der Kultur für der Isolierung der λ-DNA mit Hilfe des λ-

Midi-Kit (Qiagen) eingesetzt. Die Präparation erfolgte laut Angaben des Herstellers.  



4.2.1.6. Lagerung von E.coli Stämmen und Nukleinsäuren 
Übernachtkulturen (1,6 ml) verschiedener Bakterien wurden mit 400 µl 87 %-igem 

Glycerin gemischt, portioniert und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung 

erfolgte bei -70°C. Genomische und Plasmid-DNAs sowie isolierte DNA-Fragmente 

wurden bei 4°C aufbewahrt. Synthetisierte cDNAs und isolierte RNAs wurden portio-

niert und bei -20°C und -70°C gelagert. 

 
4.2.2. Analyse von DNA 
4.2.2.1. „Southernblot“-Analyse 
Genomischer „Southernblot“ 
Genomische DNAs (10 µg) wurden in einem 100 µl Ansatz ü.N. mit 20-40 U Restrik-

tionsendonuklease verdaut. Portionen der Verdaue wurden im Agarosegel auf die 

Vollständigkeit der Restriktion überprüft. Die Ansätze wurden gefällt und in 30 µl TE-

Puffer aufgenommen. Die DNAs wurden in einem 0,7 %-igen Agarosegel ü.N. aufge-

trennt. Das Gel wurde dokumentiert und jeweils 30 min denaturiert (0,5 M NaOH;     

1 M NaCl) und neutralisiert (0,5 M Tris-HCl, pH 7,2; 1 M NaCl). Die DNA wurde ü.N. 

mit 10x SSC auf eine Nylonmembran (Biodyne B; Pall, Dreieich) übertragen. Die 

Membran wurde mit 2x SSC gespült, 2 h bei 80°C getrocknet und mit klonierten und 
32Pi markierten DNA-Fragmenten (siehe unten) hybridisiert.  

 
Herstellung radioaktiv markierter DNA-Proben 

Für die „Southernblot“ und „Northernblot“-Analysen sowie die λ-Hybridisierung wur-

den klonierte DNA-Fragmente mit 32Pi radioaktiv markiert. Die Markierungsreaktion 

wurde mit dem Prime-It II Random-Primer-Labeling-Kit (Stratagene) durchgeführt. 

Die Fragmente (25 ng, 500-1500 bp) wurden in 25 µl Wasser aufgenommen und 

nach Zugabe von 10 µl Oligonukleotidmischung bei 100°C denaturiert. Der Ansatz 

wurde auf Eis mit 10 µl 5x dCTP-Puffer, 5 µl radioaktiv markiertem [α-32P] dCTP   

(10 µCi/µl, Amersham Pharmacia) und 5 U Polymerase gemischt. Die Markierung 

wurde je nach Länge des Fragments für 2-10 min bei 37°C durchgeführt. Die Reakti-

on wurde mit 2 µl 0,5 mM Na2EDTA (pH 8) beendet. Nach Zugabe von 48 µl Wasser 

wurde der Ansatz auf eine Sephacryl-Säule (MoBiSpin S-300; MoBiTec, Göttingen) 

geladen und die Markierungsreaktion von nicht eingebauter Radioaktivität befreit. 

Die Radioaktivität einer Portion (1/100 Volumen) wurde mit einem „ß-counter“ 
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(LS1701, Beckmann-Coulter) bestimmt und die spezifische Aktivität der Gesamtpro-

be kalkuliert. Eine Gesamtaktivität von 5x 106 cpm (RT-PCR, siehe unten) bzw. 107- 

3x 107 cpm („Southernblot“, „Northernblot“) wurde als ausreichend hoch angesehen.  

 
Hybridisierung 
Für die Analyse der DNAs wurde die Membran mit Heringssperma-DNA (100 µg/ml) 

in DNA-Hybridisierungslösung prähybridisiert. Die radioaktiv markierte Probe wurde 

nach 1 h bei 100°C denaturiert (5 min) und in die Hybridisierungslösung gegeben. 

Die Membran wurde bei 65°C ü.N. in einem Roller-Ofen inkubiert und am nächsten 

Tag wie folgt bei 65°C gewaschen: Jeweils 15 min mit 2x SSC; 2x SSC (0,1 % SDS); 

1x SSC (0,1 % SDS); 0,1x SSC (0,1 % SDS). Sie wurde anschließend 5 min bei RT 

getrocknet und mit einem „imaging-plate“ (Fuji) und Röntgenfilm ausgewertet.  

 
4.2.2.2. Sequenzierung von DNA-Fragmenten 
Die Sequenzierung von Plasmid-DNA und amplifizierten DNA-Fragmenten wurde mit 

dem ABI Prism BigDye-RR-Terminator-Kit (PE) durchgeführt. Hierzu wurden 100 ng 

Plasmid-DNA oder 200 ng PCR-Fragment, 8 µl Reaktionmix und 8 pmol Oligonukle-

otid gemischt und der Ansatz mit Wasser bis 20 µl aufgefüllt. Die Sequenzreaktion 

wurde in einem „thermo-cycler“ (Biometra) mit folgendem Programm durchgeführt: 

Einmalige Denaturierung zu Beginn bei 96°C (3 min), je 25 Zyklen Denaturierung bei 

96°C (30 s), Anlagerung des Oligonukleotides bei 50°C (15 s) und Synthese bei 

60°C (4 min). Die Reaktionen wurden 30 min auf Eis gefällt, mit 70 %-igem Ethanol 

gewaschen und durch Vakuum getrocknet. Der DNA-Niederschlag wurde außer 

Haus in Formamid/EDTA-Puffer (PE) aufgenommen und in einem 4,25 %-igen Acryl-

amidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die automatische Sequenzierung wurde mit 

dem ABI Prism 377 DNA-Sequenzierer (PE) durchgeführt. Die Auswertung erfolgte 

mit der Gerätesoftware (Version 3.4). Die Analyse der DNA-Sequenzen wurde mit 

dem DNAsis Computerprogramm (Hitachi) durchgeführt. 

 
4.2.3. Analyse von RNA 
Alle zur Isolierung und Analyse von RNA eingesetzten Lösungen wurden mit Diethyl-

pyrocarbonat behandeltem Wasser (DEPC-Wasser) angesetzt. Soweit nicht anders 

beschrieben, wurde die RNA jederzeit auf Eis aufbewahrt. 
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4.2.3.1. Präparation von Gesamt-RNA aus Säugetierzellen 
Suspensionszellen (5-10x 106) wurden zentrifugiert, in 250 µl PBS resuspendiert und 

mit 750 µl TriReagent LS (Molecular Research Center, Cincinnati, USA) gemischt. 

Die Zellen wurden durch mehrmaliges Pipettieren lysiert und der Ansatz 5 min bei 

RT inkubiert. Er wurde mit 200 µl Chloroform gemischt, weitere 15 min bei RT inku-

biert und im Kühlraum 25 min mit 12000x g zentrifugiert. Die obere wässrige Phase 

wurde abgenommen, vorsichtig mit dem gleichen Volumen Isopropanol gemischt 

und die RNA für 10 min bei RT gefällt. Sie wurde im Kühlraum 10 min gesammelt 

(siehe oben) und mit 75 %-igem Ethanol gewaschen. Die RNA wurde getrocknet, in 

50-200 µl Wasser resuspendiert, 15 min bei 60°C gelöst und portioniert.  

 
4.2.3.2. PolyA+-mRNA-Isolierung aus Gesamt-RNA 
Die Isolierung von polyA+-mRNA wurde mit dem Oligotex mRNA-Midi-Kit (Qiagen) 

durchgeführt. Gesamt-RNA (100 µg) wurde in 250 µl Wasser aufgenommen. Nach 

Zugabe von 250 µl 2x OBB-Puffer und 15 µl Oligotex-Suspension (37°C) wurde der 

Ansatz 3 min bei 65°C und 10 min bei RT inkubiert. Er wurde 2 min zentrifugiert und 

die gebundene RNA zweimal mit jeweils 1 ml OW2-Puffer gewaschen. Die RNA 

wurde zweimal mit jeweils 20 µl OEB-Puffer (70°C) eluiert, beide Eluate wurden ver-

einigt und die RNA portioniert.  

 
4.2.3.3. RT-PCR-Analysen 
Reverse Transkription 
Für die Analyse der Genexpression durch RT-PCR wurden cDNAs synthetisiert. Die 

Reaktionsansätze wurden auf Eis in einer Sterilwerkbank pipettiert. Jeweils 1-2 µg 

der RNAs wurden mit 2 µg pd(T)12-18-Nukleotid (Amersham Pharmacia) in 14,5 µl 

Wasser gemischt. Die RNAs wurden 15 min bei 65°C denaturiert. Die Ansätze wur-

den anschließend mit 2,5 µl dNTP (10mM), 40 U RNAsin (Ribonuklease-Inhibitor, 

Promega) und 20 U reverser Transkriptase des „Avian Myeloblastosis Virus“      

(Promega) in Reaktionspuffer gemischt. Für die Reaktion wurden die Ansätze 10 min 

bei 30°C, 80 min bei 42°C und 10 min bei 72°C inkubiert. Die cDNAs wurden mit 

dem gleichen Volumen Wasser verdünnt und portioniert.  

 
Taq Polymerase-Ketten-Reaktion  
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Die synthetisierten cDNAs wurden mit Taq DNA-Polymerase (Taq-PCR-Core-Kit, 



Qiagen) amplifiziert. Die PCR-Ansätze wurden zur Vermeidung von DNA-

Kontaminationen in einer Sterilwerkbank auf Eis pipettiert. Es wurden 2 µl cDNAs mit 

je 30 pmol Oligonukleotid und 1 µl dNTP Mix (je Desoxynukleotid 10 mM) in Reakti-

onspuffer gemischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 U Polymerase gestar-

tet. Die Amplifikation wurde in einem „thermo-cycler“ (Biometra) mit folgendem Pro-

gramm durchgeführt: Einmalige Denaturierung zu Beginn bei 94°C (3 min); an-

schließend jeweils 25-35 Zyklen Denaturierung bei 94°C (30 s); Anlagerung der Oli-

gonukleotide bei 55-68°C (30 s); Synthese bei 72°C (1 min pro 1 kb zu amplifizie-

render cDNA). Der Ansatz wurde schließlich für 10 min bei 72°C inkubiert.  

 
PCR- „Southernblot“ 
Für die RT-PCR-Analysen wurden generell die gesamten PCR-Reaktionen elektro-

phoretisch aufgetrennt. Die cDNA-Fragmente wurden, wie für den genomischen 

„Southernblot“ beschrieben, auf eine Nylonmembran übertragen. Alternativ wurden 

die Fragmente durch Vakuum-Transfer (Vakuumblotter, Model 785, Bio Rad Labora-

tories) übertragen. Hierzu wurde das Agarosegel 15 min depuriniert (0,25 N HCl), 

zweimal mit Wasser gespült und 30 min denaturiert (0,5 N NaOH). Der Transfer 

wurde in 10x SSC für 90 min mit Vakuum (130 mm Quecksilbersäule) durchgeführt. 

Die Membran wurde anschließend 5 min mit 2x SSC gespült, 30 min bei 80°C ge-

trocknet und anschließend hybridisiert (4.2.2.1).  

 
4.2.3.4. „Northernblot“-Analyse 
Die verwendeten Gelkammern, Hybridisierungsröhrchen und Inkubationsschalen 

wurden jeweils 30 min mit 0,5 % SDS; 0,1 N HCl; 0,1 N NaOH und Wasser gespült. 

Die elektrophoretische Auftrennung der RNAs wurde in einem 1 %-igen Gel durch-

geführt. Hierzu wurde 1 g Agarose mit 10 ml 10x MOPS und 88 ml Wasser in einer 

Mikrowelle gelöst. Nach Zugabe von 2 ml 37 %-igem Formaldehyd wurde das Gel 

gegossen. Die RNAs wurden 15 min bei 65°C in RNA-Puffer denaturiert und auf das 

äquilibrierte Agarosegel (30 min in „Northern“-Puffer) geladen. Die Proben wurden 3-

4h bei 5 V/cm in „Northern“-Puffer aufgetrennt und der Puffer alle 30 min umgewälzt. 

Das Gel wurde anschließend dreimal 20 min mit Wasser gespült, zweimal 15 min 

denaturiert (0,05 M NaOH; 1,5 M NaCl), zweimal 10 min neutralisiert (1,5 M Tris-

HCl, pH 7,4; 1,5 M NaCl) und schließlich 40 min in 10x SSC inkubiert. Die RNAs 
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wurden ü.N. mit 10x SSC auf eine Nylonmembran (Biodyne B, Pall) übertragen und 

anschließend für 2 h bei 80°C getrocknet. Die Membran wurde mit Methylenblau 

(0,03 % Methylenblau in 0,3 M Natriumacetat, pH 5,2) und das Gel mit Ethidiumbro-

mid gefärbt. Hierdurch konnte die Effizienz des Transfers abgeschätzt werden.  

Die transferierten RNAs wurden mit klonierten und 32Pi markierten Probe detek-

tiert. Die Hybridisierung wurde bei 42-55°C ü.N. in einem Roller-Ofen durchgeführt. 

Sie wurde, wie beschrieben (4.2.2.1.), allerdings mit RNA-Hybridisierungslösung 

durchgeführt. Die Membran wurde anschließend bei RT mit 2x SSC gespült und je 

zweimal 5 min mit 2x SSC (0,1 % SDS) und 0,2x SSC (0,1 % SDS) gewaschen. Die 

Auswertung erfolgte mit einem „imaging-plate“ (Fuji) und Röntgenfilm. Die Membran 

wurde anschließend mit einer Aktin-spezifischen und radioaktiv markierten Probe 

hybridisiert, um die Menge aufgetrennter RNA abzuschätzen.  

 
4.2.4. „Westernblot“-Analyse 
Herstellung von Zellmembranextrakten 
Vor der Isolierung der Proteine wurden die Zellen dreimal mit PBS (4°C) gewaschen. 

Sie wurden in 5 ml Puffer A aufgenommen, mit Ultraschall behandelt und 1 h zentri-

fugiert (100000x g, 4°C). Der Niederschlag wurde in 300 µl 5 M Harnstoff aufge-

nommen und 10 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 1,2 ml Wasser wurden die 

Proteine 5 min bei RT gesammelt und in 100-200 µl Puffer A aufgenommen. Nach 

Zugabe von 20-40 µl 5x SDS-Puffer und 1/10 Volumen Mercaptoethanol wurde der 

Ansatz gemischt und 60 min bei RT inkubiert. Die Zellmembranextrakte wurden por-

tioniert und bei -20°C gelagert.  

 
Polyacrylamidgel-Elektrophorese 
Die in den Zellmembranextrakten enthaltenen Proteine wurden in einem 7,5 %-igen 

Polyacrylamidgel mit 6 M Harnstoff elektroporetisch aufgetrennt. Hierzu wurde für 

das Trenngel 6 g Harnstoff in 8 ml Wasser gelöst, mit jeweils 5 ml Acrylamidlösung 

und 4x Trenngelpuffer gemischt und die Lösung bis 20 ml mit Wasser aufgefüllt. 

Nach Zugabe von 130 µl 10 %-igem Ammoniumpersulfat (APS) und 10 µl N,N,N´, 

N´-Tetramethylethylendiamin (TEMED) wurde das Gel blasenfrei gegossen. Das 

Trenngel wurde mit Wasser überschichtet und polymerisierte innerhalb von ~30 min. 

Für das Sammelgel wurde 3 g Harnstoff in 4 ml Wasser gelöst, mit 1 ml Acrylamidlö-
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sung und 2 ml 4x Sammelgelpuffer gemischt und die Lösung bis 8 ml mit Wasser 

aufgefüllt. Das Sammelgel wurde nach Zugabe von 80 µl 10 %-igem APS und 8 µl 

TEMED vorsichtig über das Trenngel geschichtet. Die Probentaschen wurden gründ-

lich von Acrylamidresten befreit. Die Proteine (2-3 µg pro Probentasche) wurden bei 

50 mA 1-2 h in SDS-Laufpuffer aufgetrennt.  

 
Transfer 
Die aufgetrennten Proteine wurden auf PVDF-Membran (Immobilon P, Millipore)  

übertragen. Hierzu wurde die Membran 5 min in Methanol aktiviert. Die Membran, 

das Gel und vier 3MM Whatmanpapiere wurden 5-10 min in Transferpuffer ohne 

SDS äquilibriert. Die Komponenten wurden blasenfrei zusammengebaut und die 

Proteine in einer Transfer-Kammer (Mini-Transblot-Transfer-Cell, Biorad, München) 

übertragen. Der Transfer wurde für 30 min bei 4°C und 380 mA durchgeführt. 

 
Nachweis der Proteine 
Die Membran wurde nach Beendigung des Transfers gespült (PBS; 0,5 % Tween 

20) und 1 h bei RT mit Puffer B blockiert. Sie wurde anschließend für 1 h mit primä-

rem Antikörper, gelöst in Puffer B, inkubiert. Folgende Antikörper wurden für die 

Analysen verwendet: aminoterminal-spezifischer αGluR5/6/7, monoklonal, Maus-IgM 

(1/500 Verdünnung; Chemicon, Hofheim); carboxyterminal-spezifischer αGluR5 oder 

αGluR6, beide polyklonal, Schaf-Ig (1/250 Verdünnung; Biotrend, Köln); carboxyter-

minal-spezifischer αGluR6/7, polyklonal, Kaninchen-IgG (1/500 Verdünnung; Upsta-

te Biotechnology, Lake Placid, USA). Die Membran wurde anschließend dreimal mit 

Puffer B (ohne Milchpulver) gewaschen. Es folgte die Detektion mit sekundärem, 

Meerrettichperoxidase-gekoppeltem Antikörper für 30 min bei RT (1/2000-1/4000 

Verdünnung in Puffer B). Als sekundäre Antikörper wurden αMaus-IgM (Ziege), 

αSchaf-IgG (Kaninchen) und αKaninchen-IgG (Ziege) der Firma SouthernBiotech 

(Birmingham, USA) eingesetzt. Die Membran wurde mit PBS gewaschen, für 2-5 min 

mit ECLPlus (Western Detection Reagenz, Amersham Pharmacia) inkubiert und die 

Proteine mit Röntgenfilm detektiert. Die Antikörper wurden durch Inkubation der 

Membran ü.N. mit 0,2 M Glycin (pH 2,5) entfernt. 
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4.2.5. TUNEL-Analyse  
Für die Durchführung der TUNEL-Analyse („terminal deoxynucleotidyl transferase 

mediated dUTP nick end labeling“; Li und Darzynkiewicz, 1995) wurden alle Zentri-

fugationen mit 300x g im Ausschwingrotor durchgeführt. 5x 105 Zellen wurden mit    

5 ml PBS (0,5 % BSA) gewaschen und in 120 µl PBS resuspendiert. Nach Zugabe 

von 1,2 ml PBS (1 % Formaldehyd, 4°C) wurden die Zellen 15 min auf Eis inkubiert. 

Sie wurden mit 1 ml PBS (0,5 % BSA) gewaschen und in 100 µl PBS aufgenommen. 

Nach Zugabe von 1 ml Ethanol (70 %, 4°C) wurden die Zellen für mindestens 4 h bei 

-20°C fixiert. 

Die Markierung freier DNA-Enden in den Zellen wurde mit der Terminalen-

Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT; MBI) durchgeführt. Die fixierten Zellen wurden 

zweimal mit PBS gewaschen und in 50 µl TdT-Reaktionsmix (100 µM BrdUTP, 25 U 

TdT in Reaktionspuffer) resuspendiert. Die Markierung wurde lichtgeschützt für      

40 min bei 37°C durchgeführt. Der Ansatz wurde anschließend durch Zugabe von    

1 ml PBS (0,5 % BSA; 0,1 % Triton X-100) gewaschen und die Zellen in 50 µl PBS 

(0,5 % BSA; 0,3 % Triton X-100) aufgenommen. Der Ansatz wurde nach Zugabe von 

α[Bromodesoxyuridin] FITC-gekoppeltem Antikörper (1,5 µg, Roche) für 1 h lichtge-

schützt bei RT inkubiert. Die Zellen wurden in 500 µl PBS resuspendiert und die  

Fluoreszenz durchflusszytometrisch durch Anregung mit einem Argonlaser (488 nm) 

in einem Coulter Epics XL-MCL FACS-Gerät analysiert.  

 
4.2.6. Immunfluoreszenz  
HEK 293-Zellen wurden auf Glasplättchen bis zu einer Konfluenz von 70-80 % kulti-

viert. Sie wurden laut Angaben des Herstellers mit 1 µg Plasmid-DNA und SuperFect 

Transfektions-Reagenz (Qiagen) transfiziert. Die Zellen wurden nach 24 h zweimal 

für 5 min bei RT gewaschen (100 mM Tris-HCl, pH 7,5; 0,9 % NaCl; 1 mM CaCl2; 

0,5 mM MgCl2) und 1 min bei RT mit Methanol/Aceton (1/1) fixiert. Anschließend 

wurden sie dreimal gewaschen (siehe oben) und für 15 min bei RT in Waschpuffer 

mit 0,5 % BSA inkubiert. Es folgte die lichtgeschützte Färbung der Zellen mit αHA1 

Rhodamin-, αHA1 FITC- (beide 1/40 Verdünnung; Roche), αc-Myc Cy3- (1/100 Ver-

dünnung; Sigma-Aldrich) oder αFLAG FITC- (1/50 Verdünnung; Sigma-Aldrich) ge-

koppelten Antikörpern für 1 h bei RT. Die Zellen wurden dreimal gewaschen (siehe 

oben) und für 5 min mit DAPI (1µg/ml in Waschpuffer; Roche) inkubiert. Schließlich 
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wurden die Glasplättchen auf Objektträgern fixiert und die Immunfluoreszenz der 

Zellen mit einem inversen Mikroskop der Firma Zeiss (Axiovert 200) ausgewertet. 

 
4.2.7. Zellkultur 
4.2.7.1. Kultivierung von Säugetierzellen 
TF1-Zellmutanten sowie TF1-, K562- und HL60-Zellen wurden in RPMI, Hek 293, 

GP-envAM12 (GA) und GA-Klone in DMEM, FDCP1-Zellen in MEM und MS-5-

Stromazellen in αMEM kultiviert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und    

5 % Kohlendioxid. Für die Herstellung des RPMI-Mediums ohne Glutamat wurde der  

Amin-Selector-Kit (Life Tech.) verwendet. 

Die Suspensionszellen wurden in einer Zelldichte von 2-10x 105 Zellen/ml mit     

10 U/ml rekombinantem, humanen GM-CSF (TF1) oder murinen IL3 (FDCP1) kulti-

viert. TF1-Zellmutanten, K562- und HL-60 Zellen wurden ohne Wachstumsfaktor 

kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.  

Adherente Hek 293- und GA-Zellen sowie MS-5-Stromazellen wurden alle           

2-3 Tage geteilt. Hierzu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und durch 

Trypsin/EDTA-Inkubation abgelöst. Sie wurden je nach Konfluenz der Zellen 1/5 bis 

1/10 geteilt und in frischem Medium aufgenommen.  

Für die Klonierung MS-5-kokultivierter TF1-Zellen wurden die Stromazellen bis zu 

einer Konfluenz von 50-70 % im T75-Kulturflaschen kultiviert und mit 15 Gy be-

strahlt. Die TF1-Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und 3x 106 Zellen wur-

den anschließend pro MS-5-Kulturflasche in RPMI-Medium ohne GM-CSF kultiviert. 

Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.  

 
4.2.7.2. Isolierung primärer Knochenmarkstammzellen 
Die zur Verfügung gestellten Knochenmark- und AML-Zellen wurden mit Zustim-

mung der Probanten entnommen. Die leukämischen Blasten der Patienten wurden 

im Rahmen der Behandlung morphologisch, histochemisch und durchflusszyto-

metrisch untersucht. Die mononukleären Zellen wurden mit einem Ficoll-Hypaque-

Gradienten (Amersham Pharmacia) durch Zentrifugation abgetrennt. CD34-positive 

Zellen wurden durch MACS Technologie (Miltenyi Biotec) angereichert.  
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4.2.7.3. Einfrieren und Lagerung von Zellinien 
Es wurden ausschließlich Zellen eingefroren, die sich in der logarithmischen Wachs-

tumsphase befanden. Die Zellen wurden hierzu in Einfriermedium (90 % FKS, 10 % 

DMSO; 4°C) aufgenommen und zu je 106 Zellen pro Ampulle portioniert. Sie wurden 

in einem Einfrierkasten mit Isopropanol ü.N. bei -70°C eingefroren und anschließend 

in flüssigem Stickstoff gelagert. Einige Tage später wurde eine Portion der eingefro-

renen Zellen aufgetaut und die Zellen auf Vitalität und Kontamination überprüft. 

 
4.2.7.4. Agarklonierung 
Die Klonierung von TF1-Zellen wurde in 6-Loch Kulturplatten als Doppelansatz 

durchgeführt. Dazu wurde 3,6 %-iger Zellkulturagar autoklaviert und bei 68°C im 

Wasserbad aufbewahrt. Die Zellen wurden seriell mit Medium verdünnt. Anschlie-

ßend wurden 600 µl der verschiedenen Verdünnungen mit je 5,4 ml Mediumagar 

(RPMI, 15 % FKS, 0,36 % Zellkulturagar, +/- 400µg/ml G418, +/- GM-CSF) ver-

mischt. Es wurden je 3 ml pro Loch pipettiert. Nach 10-15 min im Kühlschrank war 

der Mediumagar geliert und die Platten wurden 2-3 Wochen kultiviert.  

 
4.2.7.5. Elektrotransformation von GP-envAM12-Zellen 
Die Elektroporation von GP-envAM12-Zellen (GA-Zellen) wurde mit dem Easyject 

plus Elektroporator (Eurogentec) durchgeführt. Hierzu wurden 2x 106 Zellen in 400 µl 

FKS aufgenommen, mit 10 µg linearisierter Plasmid-DNA gemischt und in eine 4 mm 

Elektroporationsküvette (Eurogentec) überführt. Sie wurden mit 250 V, 1050 µF und 

unendlichem Innenwiderstand elektroporiert. Die Zellen wurden anschließend sofort 

in 10 ml Medium aufgenommen und das Medium nach 4 h gewechselt. Die Selektion 

der GA-Zellen mit G418 (400µg/ml) wurde 24 h nach Elektroporation begonnen und 

die Zellen wurden weiter mit G418 kultiviert. Resistente Klone konnten nach 2-3 Wo-

chen mit Hilfe von Klonierungszylindern trypsinisiert und in 24-Loch Kulturplatten 

überführt werden. Nachdem die Zellen zu 90 % konfluent waren, wurden sie in Kul-

turflaschen in Anwesenheit von G418 expandiert.  

 
4.2.7.6. Infektion von TF1-Zellen 
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Die Infektion von TF1-Zellen wurde mit Virusüberständen durchgeführt. Die verwen-

deten GA-Klone wurden hierzu in einer T25-Kulturflasche bis zur vollständigen Kon-

fluenz kultiviert. Es wurden 3 ml DMEM-Medium auf die Zellen gegeben und nach  



16 h wieder abgenommen. 1,5 ml des steril filtrierten Virusüberstands wurden mit  

1,5 ml RPMI-Medium gemischt. TF1-Zellen (3x 106) wurden in dem verdünnten    

Überstand aufgenommen und in einer 60 mm Kulturschale mit GM-CSF ü.N. inku-

biert. Die Infektion wurde nach 24 h mit einem zweiten, frisch präpariertem Über-

stand wiederholt. Die Zellen wurden anschließend in Zellkulturagar selektioniert 

(4.2.7.4.). 

 
4.2.8. Kurzzeit-Proliferationsanalysen 
Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und, wie angegeben, kultiviert. Nach 

Ablauf der Inkubation wurden 104 Zellen in 100 µl Medium aufgenommen und in eine 

96-Loch Kulturplatte überführt (mindestens 3 parallele Ansätze). Die Zellen wurden 

mit 50 µl Medium (+/- 10 U/ml Wachstumsfaktor) für 8-12 h inkubiert. Für die 

[3H]Thymidininkorporation wurden die Zellen nach Zugabe von 50 µl Medium        

(mit 0,5 µCi Methyl-[3H]Thymidin, ICN) für 10-16 h kultiviert und bei -20°C eingefro-

ren. Die Zellen wurden aufgetaut, geerntet und auf einen Szintillationsfilter       

(Beckmann) aufgebracht. Der Filter wurde 2 h bei 80°C getrocknet und die einge-

baute Radioaktivität mit einem „ß-counter“ (LS1701, Beckmann-Coulter) gemessen.  

Für Proliferationsanalysen kokultivierter TF1-Zellen wurden die MS-5-

Stromazellen in 96-Loch Kulturplatten ausgesät. Die Zellen wurden bis zu einer Kon-

fluenz von 50-70 % kultiviert und mit 15 Gy bestrahlt. Verschiedene TF1-Zellzahlen 

wurden in 150 µl RPMI-Medium ohne GM-CSF kultiviert. Die [3H]Thymidin-

inkorporation wurde wie oben beschrieben durchgeführt.  
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5. Ergebnisse 
5.1. Identifikation und Charakterisierung retroviraler Integrationen  
Retroviren integrieren in, für die Integrase zugängliche, transkriptionell offene Regio-

nen des Genoms (Whitcomb und Hughes, 1992). Diese Eigenschaft war ausgenutzt 

worden, um humane, CD34-positive, myeloische TF1-Vorläuferzellen (Kitamura et 

al., 1989) durch Kultivierung mit bestrahlten Virus (M3Pneosup)-produzierenden 

amphotropen Helferzellen (GAsupFcl3-Fibroblasten) zu infizieren. Die infizierten Zel-

len wurden anschließend in Gegenwart von Geneticin (G418), aber in Abwesenheit 

des Wachstumsfaktors GM-CSF selektioniert (Stocking et al., 1993). Aus diesen Zel-

linien waren 3´proviral-flankierende Regionen kloniert und teilweise sequenziert wor-

den (Fehse, 1996; Fehse et al., 1999). Für die Klonierung war die Kanamycin-

Resistenzgen-Komplementierungs-Technik etabliert und benutzt worden. Diese 

Technik erlaubt es, 3´proviral-flankierende Regionen mit hoher Effizienz molekular 

zu klonieren. Ziel dieser Untersuchung war es, die Frage zu beantworten, ob die  

mutagene Eigenschaft der retroviralen Integration zur Abrogation der Wachstums-

faktor-Abhängigkeit führt und ob solche mutierten Gene die Progression akuter mye-

loischer Leukämien (AML) fördern. Die zuvor klonierten retroviralen Integrationen 

sollten mit Hilfe neu veröffentlichter DNA-Sequenzen näher charakterisiert werden.  

 
5.1.1. Klonierung 3´proviral-flankierender Regionen 
Es wurde zuerst überprüft, ob klonale Zellen generiert worden waren und die Zell-

linien ohne Verlust der retroviralen Integrationen kultiviert werden konnten. Hierfür 

wurden genomische DNAs der Mutanten isoliert und mit der Restriktionsendo-

nuklease NcoI verdaut. Sie wurden anschließend elektrophoretisch aufgetrennt und 

auf Nylonmembran transferiert. Die genomischen DNA-Fragmente wurden mit einer 
32Pi markierten DNA detektiert, die mit dem Neomycinresistenzgen (NeoR) des provi-

ralen Vektors hybridisierte. Durch diese „Southernblot“-Analyse konnten Neomycin-

spezifische DNA-Fragmente (Neomycinfragmente) nachgewiesen werden (Abb. 5). 

Die Anzahl und Größe der Fragmente unterschied sich in den einzelnen Mutanten 

und die Analyse bestätigte die zuvor gemachten Beobachtungen (Fehse, 1996). Die 

Zellen wiesen eine geringe Zahl retroviraler Integrationen auf. Darüber hinaus waren 

die etablierten Zellinien klonal und die retroviralen Integrationen über einen langen 

Zeitraum stabil erhalten.  
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Abbildung 5: „Southernblot“-Analyse 
Wachstumsfaktor-unabhängiger TF1-
Mutanten  
Der provirale Vektor mit „long terminal 
repeats“ (LTRs), Neomycinresistenzgen 
(NeoR), Spleißdonor (SD) und Spleißak-
zeptor (SA) sowie eine 3´proviral-
flankierende genomische Region (grau) 
sind schematisch dargestellt (oben). Die 
genomischen DNAs der Mutanten       
(10 µg) wurde mit NcoI verdaut, elektro-
phoretisch aufgetrennt und mit einer 
Neomycin-spezifischen und 32Pi markier-
ten DNA detektiert (unten). Die Größe 
der Fragmente ist abhängig von der 
Position der NcoI-Schnittstelle in der 
3´proviral-flankierenden genomischen 
DNA (Lother unveröffentlicht). 
 

Die Kanamycin-Resistenzgen-Komplementierungs-Technik (4.2.1.4.) war einge-

setzt worden, um Neomycinfragmente aus den Mutanten zu klonieren. Die genomi-

schen DNA-Sequenzen der 3´proviral-flankierenden Regionen wurden anschließend 

durch BLAST („Basic Local Alignment Search Tool“, Altschul et al., 1990) mit der 

EMBL „Nucleotide Sequence Database“ verglichen. Es wurden retrovirale Integratio-

nen in den Genen GRIK1 (GluR5), ITPR3 (Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptor Typ 

3, InsP3R3) und CCND2 (Cyclin D2), in einem unbekannten Genlokus („virus tagged 

gene“ 1, VTG1) sowie in verschiedenen anderen chromosomalen Loci identifiziert 

(Fehse, 1996; Fehse et al., 1999).  
Um weitere Integrationen zu charakterisieren, wurden einige Neomycinfragmente 

erneut kloniert und unter optimierten Bedingungen sequenziert. Die erhaltenen DNA-

Sequenzen wurden mit neu veröffentlichten DNA-Sequenzen näher charakterisiert. 

Die Reklonierung einiger Neomycinfragmente bestätigte die zuvor identifizierten 

retroviralen Integrationen. Es konnten weitere Integrationen in den Genloci NOS3 

(endotheliale Stickstoffmonooxid-Synthetase), TBK1 („TANK-binding kinase“ 1), 

E2F1 (E2F1-Transkriptionsfaktor) und in einer telomeren Region (VTG4) nachge-

wiesen werden. Darüber hinaus wurden Integrationen in Genloci ohne bislang be-

kannte Genfunktionen gefunden (Tabelle 1).  
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Mutante Int./Zelle Lokus Position Funktionen 
10/1 2 VTG11 Promoter? unbekannt 
10/1 2 VTG4 Telomer Stabilität, Replikation
15/3 1 CCND2 2 (Cyclin D2) Promoter Zellzyklus-Regulation
19/1 1 TBK1 Promoter? NFκB-Aktivierung 
25 1 AL135778, Chrom. 6 CpG Wiederh. unbekannt 

29A 4 GRIK1 1 (GluR5) intronisch extrazell. Ionenimport
38/5 3 AC010418, Chrom. 5 Gen? unbekannt 
38/5 3 AL359513, Chrom. 13 Gen? unbekannt 
39/1 2 NOS3 (eNOS) intronisch NO-Synthese 
42/5 1 ITPR3 1 (InsP3R3) intronisch Ca2+-Mobilisierung 
44/4 3 E2F1 5´ Bereich Transkription, Zelltod

 
Tabelle 1: Identifizierte retrovirale Integrationen in TF1-Mutanten  
Die chromosomalen Loci, die Zahl der Integrationen pro Zelle (Int./Zelle) und die  
Position des proviralen Vektors  im Gen sowie einige bekannte Genfunktionen sind 
zusammengestellt. Die vermutete retrovirale Integration in den Promoterbereich des 
VTG1 und TBK1 kann aufgrund mangelnder Sequenzinformationen nicht endgültig 
bewiesen werden (siehe unten). 1- Fehse (1996), 2- Fehse et al. (1999).  
 

Im Anschluss an die durchgeführten Sequenzanalysen wurde untersucht, wo in 

den entsprechenden Genen die retroviralen Integrationen erfolgt waren und ob In-

tegrationen zu Trunkierungen der Gene geführt hatten.  

 
5.1.1.1. GRIK1, Mutante 29A 
Ein 7,5 kb großes Neomycinfragment wurde aus der Mutante 29A kloniert. Die DNA-

Sequenz der 3´proviral-flankierenden Region wies eine vollständige Homologie zur 

genomischen DNA-Sequenz des GRIK1 (AP001705) auf. Ein 108 bp großer Bereich 

war vollständig homolog zu einer veröffentlichten cDNA-Sequenz des GluR5 

(U16125). Er konnte als Teil des Exons 7 identifiziert werden. Die Integration des 

retroviralen Vektors erfolgte intronisch zwischen den Exonen 6 und 7, in 5´→ 3´   

Orientierung (Abb. 6). 
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Abbildung 6: Genomische Struktur retroviraler Integrationsorte  
Die identifizierten Genloci sind schematisch dargestellt. Die Position des proviralen 
Vektors, die gefundene Sequenzhomologie (weiß), bekannte Exone (grau), der    
endogene Promoter und das Polyadenylierungsignals (pA) sind gezeigt. Die Num-
merierung entspricht den veröffentlichten Sequenzen der genomischen DNAs bzw. 
mRNA (TBK1). Der Transkriptionsstart sowie mögliche Effekte der proviralen LTRs 
auf den endogenen Promoter sind mit Pfeilen dargestellt.  
 

Die Struktur der kodierenden Exone wurde durch die Integration nicht verändert.  

Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Integration die Expression 

des Gens modifiziert haben könnte, da retrovirale LTRs ungeachtet der Entfernung 

endogene Promotoren beeinflussen können. So ist beispielsweise für den EVI-1  

Lokus gezeigt, dass der provirale Enhancer über eine Entfernung von 90 kb den  

endogenen Promoter beeinflusst und die Transkription aktiviert (Bartholomew und 

Ihle, 1991).  

Der Kainatrezeptor GluR5 ist ein ionotroper Glutamatrezeptoren. Dies sind Ligan-

den-aktivierte Ionenkanäle, die selektiv für Kalzium und Natrium sind. Die Rezepto-

ren sind an der exitatorischen Signaltransduktion im Gehirn beteiligt. Daneben spie-

len sie eine Rolle in der Ausbildung synaptischer Plastizität, der Entwicklung des 

Zentralnervensystems und der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen 

(Dingledine et al., 1999; Meldrum, 2000). 
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5.1.1.2. NOS3, Mutante 39/1 
Die Sequenzanalyse des 5 kb großen Neomycinfragments aus der Mutante 39/1 

zeigte eine Homologie des 3´proviral-flankierenden Bereichs zu NOS3 (D26607). 

Dieser Genlokus kodiert die endotheliale Stickstoffmonooxid-Synthetase (eNOS), die 

den sekundären Botenstoff Stickstoffmonooxid (NO) synthetisiert. Die Integration 

des retroviralen Vektors erfolgte intronisch zwischen den Exonen 8 und 9, in 3´→ 5´ 

Orientierung (Abb. 6). Sie könnte ähnliche Effekte haben, wie sie zuvor für GRIK1 

angenommen wurden.  

 
5.1.1.3. CCND2, Mutante 15/3 
Die DNA-Sequenz der 3´proviral-flankierende Region des 3,3 kb großen Neomy-

cinfragments wies eine vollständige Homologie zur genomischen DNA-Sequenz des 

CCND2 auf (U47284). Dieser Genlokus kodiert Cyclin D2, welches eine wichtige 

Rolle in der Regulation des Zellzyklus spielt. Im Gegensatz zu GRIK1, eNOS und 

ITPR3 war der retrovirale Vektor hier in den bekannten Promoterbereich des Gens 

und in 5´→ 3´Orientierung integriert (Abb. 6). Dieser Integrationstyp könnte einen 

großen Einfluss auf die Transkription des Gens haben. Aufgrund der Nähe zum 

Transkriptionsstart kann die provirale LTR einerseits als Promoter wirken und die 

Expression retroviraler Fusionstranskripte initiieren oder wirkt andererseits als      

Enhancer und verstärkt eine mögliche Transkription vom endogenen Promoter aus. 

Daneben könnte durch die Insertion der proviralen DNA die Aktivität regulatorischer 

Bereiche des endogenen Promoters beeinflusst werden.  

 
5.1.1.4. TBK1, Mutante 19/1 
Ein 5 kb großes Neomycinfragment wurde aus der Mutante kloniert. Die DNA-

Sequenz der 3´proviral-flankierenden Region war teilweise homolog zur mRNA der 

„TANK-binding kinase“ 1 (TBK1, NM013254). TBK1 spielt eine wichtige Rolle in der 

Aktivierung des zentralen Transkriptionsfaktors NF-κB (Pomerantz und Baltimore, 

1999). Die genomische Struktur des Lokus ist unbekannt. Es wird angenommen, 

dass es sich bei dem homologen Sequenzbereich (118 bp) um ein Exon des Gens 

handelt. Die Integration erfolgte 31 bp stromaufwärts des Transkriptionsstarts in  

5´→ 3´Orientierung und somit vermutlich in den Promoterbereich des Gens (Abb. 6). 

Sie hat vermutlich ähnliche Effekte, wie sie zuvor für CCND2 beschrieben wurden.  
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5.1.1.5. E2F1, Mutante 44/4 
Die Sequenzanalyse der 3´proviral-flankierenden Region des 5,5 kb großen Neomy-

cinfragments zeigte eine Homologie zu einer Region, die sich 4 kb stromaufwärts 

des Transkriptionsstarts des E2F1 befindet (AL121906). Die Integration erfolgte in 

5´→ 3´ Orientierung (Abb. 6). Die retrovirale LTR könnte auch in diesem Fall die 

Transkription des Gens beeinflussen. 

 
5.1.1.6. VTG1, Mutante 10/1 
Die Sequenzanalyse der 3´proviral-flankierenden Region des 3,8 kb großen Neomy-

cinfragments wies zunächst keinerlei Homologie zu bekannten Genloci nach. Es wa-

ren aber DNA-Sequenzmotive identifiziert worden, die möglicherweise Bindungsstel-

len für Transkriptionsfaktoren darstellen (Fehse, 1996). Es wurde daher vermutet, 

dass der retrovirale Vektor in den Promoterbereich des Gens integriert war (Abb. 6). 

Eine humane embryonale cDNA λ-Bibliothek wurde analysiert, um zusätzliche     

Sequenzinformationen zu erhalten (4.2.1.5). Hierzu wurde die cDNA mit dem geno-

mischen Anteil des klonierten Neomycinfragments hybridisiert. Die Sequenz eines 

isolierten cDNA-Fragments (1 kb) war teilweise homolog zu einer mRNA 

(AF151042), die in humanen CD34-positiven Knochenmarkstammzellen exprimiert 

wird. Die vermutete Integration des retroviralen Vektors in den Promoterbereich des 

Gens könnte ähnliche Konsequenzen haben, wie im Falle des CCND2.  

 
5.1.1.7. VTG4, Mutante 10/1 
Die Sequenzanalyse eines weiteren Neomycinfragments (8,7 kb) der Mutante zeigte 

Homologien zu verschiedenen telomeren Regionen (u.a. Z96465). Telomere spielen 

eine wichtige Rolle für die Stabilität der Chromosomenenden und in der DNA-

Replikation.  

 
5.1.1.8. AL135778, Mutante 25 
Ein 10 kb großes Neomycinfragment wurde aus der Mutante kloniert. Die DNA-

Sequenz der 3´proviral-flankierenden Region wies eine vollständige Homologie zur 

genomischen DNA-Sequenz des Chromosoms 6 auf (AL135778). Diesem Bereich 

wird bisher keine Genfunktion zugeordnet. Die Integration des retroviralen Vektors 

erfolgte aber in unmittelbarer Nachbarschaft einer ~1 kb langen CpG-Dinukleotid-
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Sequenz (CpG-Insel). CpG-Inseln sind gewöhnlich im 5´Bereich von Genen lokali-

siert. Die postreplikative Methylierung des Cytosins spielt eine wichtige Rolle für die 

Regulation der Genaktivität in Säugetieren (Laird und Jaenisch, 1996). 

 
5.1.2. Transkriptionsanalysen 
Die oben gezeigten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen. Es wurden 

Zellmutanten untersucht, die nach retroviraler Infektion und Selektion in Gegenwart 

von G418 aber in Abwesenheit von GM-CSF etabliert worden waren. Die klonalen 

Zellinien enthielten wenige, jedoch stabile retrovirale Integrationen in, zum Teil, be-

kannten Genen. Die Funktion der identifizierten Gene lässt vermuten, dass sie an 

der Regulation der Proliferation, der Differenzierung und der Apoptose hämatopoeti-

scher Vorläuferzellen beteiligt sein können. Darüber hinaus kann eine Veränderung 

der Expression die Tumorprogression begünstigen. Es wurden keine Gentrunkierun-

gen gefunden.  

In der Mutante 15/3 war die retrovirale Integration in den Promoterbereich des 

CCDN2 erfolgt. Untersucht werden sollte, ob die Transkription des   Cyclin D2-Gens 

durch Effekte der proviralen LTRs beeinflusst wird. Für Kontrollversuche wurden, 

neben 15/3, weitere Mutanten und parentale TF1-Zellen untersucht, die 24 h mit und 

ohne GM-CSF kultiviert wurden. Die polyA+-mRNA der Zellen wurde isoliert 

(4.2.3.2.), in einem 1 %-igen Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt, auf Nylonmemb-

ran transferiert und mit einem klonierten, Cyclin D2-spezifischen und 32Pi markierten 

cDNA-Fragment hybridisiert („Northernblot“-Analyse, 4.2.3.4.). In allen Proben wurde 

eine ~6 kb große Cyclin D2-spezifische mRNA beobachtet (Abb. 7), die auch in   

murinen, leukämischen T-Zellen nachgewiesen worden war (Hanna et al., 1993).  

 
 

 

Abbildung 7: Transkription des Cyclin D2 
„Northernblot“-Analyse mit je 1 µg polyA+-
mRNAs aus den Mutanten 15/3, 29A, 42/4 
und TF1-Zellen, die 24 h mit (TF1+F) und  
ohne GM-CSF (TF1-F) kultiviert wurden. Die 
transferierten RNAs wurden zunächst mit  
einem Cyclin D2-spezifischen und 32Pi mar-
kierten DNA-Fragment und anschließend mit 
einer Aktin-spezifischen Probe hybridisiert.  
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Die Menge dieser mRNA war in kontinuierlich wachsenden, d.h. mit GM-CSF kulti-

vierten, TF1-Zellen am niedrigsten und in der Mutante 15/3 erhöht. Eine sehr hohe 

Transkription wurde in TF1-Zellen nach Wachstumsfaktorentzug und in den Mutan-

ten 29A und 42/4 beobachtet.  

Darüber hinaus wurde eine weitere mRNA (7,5 kb) in der Mutante 15/3 nachge-

wiesen. Sie könnte ein retrovirales Fusionstranskript darstellen. Um diese Annahme 

zu überprüfen, wurde die RNA isoliert, revers transkribiert und die cDNA mit LTR- 

und Cyclin D2-spezifischen Oligonukleotiden (bp9/dp96) amplifiziert (RT-PCR-

Analyse, 4.2.3.3.).Die anschließende Sequenzierung des isolierten Fragments zeig-

te, dass sowohl retrovirale (5´Bereich) als auch Cyclin D2-spezifische (3´Bereich) 

DNA-Sequenzen vorhanden waren. Die Transkription des Cyclin D2 wird in der Mut-

ante 15/3 also nicht nur durch den endogenen Promoter, sondern auch durch die 

retrovirale LTR initiiert. Addiert man die Mengen der verschiedenen mRNAs, so wird 

deutlich, dass Cyclin D2 in der Mutante 15/3 am höchsten transkribiert ist. 

In der Mutante 10/1 war der retrovirale Vektor vermutlich auch in den Promoter 

bereich des Gens integriert. Ein Effekt der retroviralen Integration auf die Transkrip-

tion des VTG1 wurde durch RT-PCR-Analysen (4.2.3.3.) untersucht. Die Sequenzin-

formation des zuvor isolierten cDNA-Fragments ermöglichte die Synthese VTG1-

spezifischer Oligonukleotide (bp27/28) für die Amplifikation verschiedener cDNAs. 

Die elektrophoretisch aufgetrennten und auf Nylonmembran transferierten Amplifika-

te wurden mit einem VTG1-spezifischen und 32Pi markierten cDNA-Fragment detek-

tiert. Die Transkription des VTG1 konnte in verschiedenen Mutanten und in CD34-

positiven Zellen des Nabelschnurbluts nachgewiesen werden (Abb. 8). Kontinuierlich 

wachsende TF1-Zellen exprimierten keine VTG1-spezifische mRNA.  

 

 
Abbildung 8: Transkription des VTG1 
RT-PCR-Analyse mit RNAs aus TF1-Zellen, CD34-positiven Nabelschnurblutzellen 
(NB) und verschiedenen Mutanten. Die cDNAs wurden mit VTG1-spezifischen     
Oligonukleotiden (bp27/28) und 30 Zyklen amplifiziert. Die transferierten Fragmente 
wurden mit einer VTG1-spezifischen und 32Pi markierten Probe hybridisiert. Eine 
parallel durchgeführte Analyse mit Aktin-spezifischen Oligonukleotiden (cs21/37) 
bestätigte, dass gleiche cDNA-Mengen amplifiziert wurden (Daten nicht gezeigt).  
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Die Transkription des VTG1 war in der Mutante 10/1 deutlich höher als in den   

anderen Mutanten. Durch RT-PCR-Analysen mit LTR- und VTG1-spezifischen     

Oligonukleotiden (bp9/51) konnten auch hier retrovirale Fusionstranskripte 

nachgewiesen werden (vgl. Cyclin D2). Es ist daher anzunehmen, dass die erhöhte 

Transkription auf ihre zusätzliche Initiation durch den proviralen Promoter zurückzu-

führen ist. Die Ergebnisse bestätigen die Vermutung, dass die retrovirale Integration 

in den Promoterbereich des VTG1 erfolgt war.  

Die Analysen zeigen, dass in parentalen TF1-Zellen kein VTG1 oder GluR5     

(vgl. Abb. 10, 11) und nur geringe Mengen Cyclin D2 mRNA exprimiert wurden. Im 

Gegensatz hierzu konnte in allen untersuchten Mutanten eine hohe Transkription 

des VTG1, des Cyclin D2 und des GluR5 (vgl. Abb. 19) beobachtet werden, obwohl 

retrovirale Integrationen in diesen Genen nur in den Mutanten 10/1, 15/3 und 29A 

nachgewiesen wurden. Es muss daher angenommen werden, dass die modifizierte 

Transkription in allen Mutanten nur zum Teil auf eine retrovirale Integration in den 

entsprechenden Genloci zurückzuführen ist. Die retroviralen Integrationen stehen 

also vermutlich nicht in einem direkten kausalen Zusammenhang mit der Abrogation 

der Wachstumsfaktor-Abhängigkeit. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass die Etablie-

rung der Mutanten durch Wachstumsfaktorentzug zur Induktion der Expression von 

Genen führte. Vermutet werden kann weiterhin, dass die provirale Integration präfe-

rentiell in diese neu entstandenen transkriptionell offenen Regionen erfolgte und die-

se markiert wurden.  
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5.2. Funktion von Kainatrezeptoren normaler und maligner hämatopoetischer 
Vorläuferzellen 
5.2.1. Endogene Expression myeloischer Kainatrezeptoren  
5.2.1.1. Klonierung myeloischer Kainatrezeptoren 
Eine induzierte Expression und die anschließende Liganden-abhängige Aktivierung 

des GluR5 könnte zum Einstrom von Kalzium in die Zelle führen (Dingledine et al., 

1999). Dies könnte insbesondere direkt oder indirekt zur Aktivierung der zuvor identi-

fizierten Gene führen. Es wurde daher untersucht, ob eine veränderte GluR5-

Expression an der Abrogation der Wachstumsfaktor-Abhängigkeit hämatopoetischer 

Vorläuferzellen beteiligt ist.  

Es wurde zunächst geprüft, ob vollständig transkribierte mRNAs des GluR5 und 

anderer Kainatrezeptoren in hämatopoetischen Vorläuferzellen gebildet werden. 

Hierzu wurden RNAs aus humanen, primären und CD34-positiven Knochenmark-

stammzellen und myeloischen TF1-Vorläuferzellen sowie der Mutante 29A isoliert 

und revers transkribiert. Die cDNAs wurden mit GluR-spezifischen Oligonukleotiden 

amplifiziert (4.2.3.3), die anhand veröffentlichter cDNA-Sequenzen der Rezeptoren 

synthetisiert werden konnten. Sie wurden mit Oligonukleotiden amplifiziert, die sich 

stromaufwärts des Transkriptionsstarts und stromabwärts des Stopkodons anlager-

ten (Abb. 9, 1.PCR).  

 

 
Abbildung 9: Amplifikation vollständiger Kainatrezeptor-cDNAs  
Der offene Leserahmen eines Kainatrezeptors mit Transkriptionsstart und Membran-
domänen (schwarz) sowie die durchgeführten PCRs sind schematisch dargestellt. 
Die verwendeten Oligonukleotide sind den klonierten Rezeptorvarianten zugeordnet. 
Die Positionen der Stopkodons und der Restriktionsschnittstellen KpnI (GluR5) und 
BamHI (GluR6) sind angegeben. Die Sequenzunterschiede zu veröffentlichten 
cDNAs sind grau hinterlegt. 
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Da die Quantität der synthetisierten cDNA-Fragmente für eine Isolierung nicht aus-

reichte, wurden Portionen der PCR-Reaktionen als Matrizen verwendet, um die     

5´- (2.PCR) und 3´-Enden (3.PCR) der Rezeptor-cDNAs zu amplifizieren. Die       

elektrophoretisch aufgetrennten cDNA-Fragmente wurden isoliert, subkloniert und 

sequenziert. 

Für die Klonierung des GluR5 wurden die cDNAs mit den Oligonukleotiden 

bp59/64 (1.PCR), bp59/44 (2.PCR) und bp43/64 (3.PCR) amplifiziert. Die über-

lappenden Fragmente der 2. und 3. PCR wurden mit Hilfe der KpnI-Schnittstelle in 

GluR5 ligiert. Die Rezeptor-cDNA wurde für spätere Expressionsstudien in pM5neo 

(Bergemann et al., 1995) oder pcDNA3.1. (Invitrogen) kloniert. Die Sequenz der klo-

nierten Rezeptor-cDNA wies eine vollständige Homologie zu einer humanen GluR5-

cDNA auf, die aus fötalem Gehirn isoliert worden war (EAA3, Korczak et al., 1995). 

Die Amplifikation mit den Oligonukleotiden xp13/xp14 (1.PCR), xp13/xp12 

(2.PCR) und xp17/xp14 (3.PCR) ermöglichte die Isolierung GluR6-spezifischer 

cDNA-Fragmente. Die vollständige Rezeptor-cDNA konnte aufgrund der BamHI-

Schnittstelle des GluR6 in pcDNA3.1. kloniert werden. Ihre Sequenz war identisch 

mit einer humanen Rezeptor-cDNA aus fötalem Gehirn (EAA4, Hoo et al., 1994). 

Durch die Amplifikation mit dem Oligonukleotid xp36 konnte eine Variante des GluR6 

kloniert werden, die einen alternativen carboxyterminalen Bereich aufwies. Die     

Sequenz dieser Variante entsprach im wesentlichen der Rezeptor-cDNA des muri-

nen, im Gehirn exprimierten, GluR6-2 (Gregor et al., 1993).  

Für die Klonierung des GluR7 wurde die Amplifikation der cDNAs mit den Oligo-

nukleotiden xp47/dp51 (1.PCR), xp47/dp24 (2.PCR) und xp28/dp51 (3.PCR) durch-

geführt. Die Sequenz der klonierten Rezeptor-cDNA und einer GluR7-cDNA aus 

dem menschlichen Gehirn (EAA5, Nutt et al., 1994) waren vollständig homolog.  

Schließlich wurden die cDNAs mit den Oligonukleotiden xp21/xp9 (1.PCR), 

xp21/dp64 (2.PCR) und xp22/xp9 (3.PCR) amplifiziert, um KA2 zu klonieren. Die 

Sequenz der klonierten Rezeptor-cDNA entsprach der Sequenz des humanen KA2, 

der im Gehirn exprimiert wird (EAA2, Kamboj et al., 1992).  
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Durch „RACE-PCR“ sollte überprüft werden, ob hämatopoetische Zellen weitere 

Rezeptorvarianten mit alternativen 3´Enden exprimieren. Die RNAs wurden mit dem 

Oligonukleotid APx revers transkribiert und die Rezeptor-cDNAs mit den Oligonukle-

otiden xp13/AUAPx (GluR6), xp47/AUAPx (GluR7) und xp21/AUAPx (KA2) amplifi-



ziert. Anschließend wurden die 3´Enden der Rezeptor-cDNAs mit den Oligonukleoti-

den xp17/AUAPx (GluR6), xp28/AUAPx (GluR7) und xp22/AUAPx (KA2) syntheti-

siert. Die Sequenzanalyse der klonierten Rezeptor-cDNAs ergab, dass Varianten mit 

bisher unveröffentlichten carboxyterminalen Bereichen exprimiert wurden (Abb. 9). 

Ihre offenen Leserahmen weisen ein Stopkodon, ein Terminationssignal und ein  

PolyA-Ende auf. Die Sequenzen der Rezeptorvarianten wurden in der EMBL „Nucle-

otide Sequence Database“ unter folgenden Akzessionsnummern veröffentlicht: 

GluR6a (AJ252246), GluR7a (AJ249210) und KA2a (AJ249209). 

 
5.2.1.2. Transkription myeloischer Kainatrezeptoren  
Die Ergebnisse der Klonierungen sollten durch Transkriptionsanalysen bestätigt 

werden. Hierzu wurden die RNAs aus humanen, primären, CD34-positiven Knochen-

markstammzellen sowie kontinuierlich wachsenden TF1- und murinen, myeloischen 

FDCP1-Vorläuferzellen isoliert (4.2.3.1.). Sie wurden revers transkribiert und die 

cDNAs mit GluR-spezifischen Oligonukleotiden (Abb. 10A) und ansteigenden Zyk-

lenzahlen amplifiziert (semiquantitative RT-PCR-Analyse, 4.2.3.3.). Die cDNAs wur-

den parallel mit Aktin-spezifischen Oligonukleotiden amplifiziert, um zu gewährleis-

ten, dass gleiche cDNA-Mengen für die Analyse eingesetzt wurden (Daten nicht ge-

zeigt). Die Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nylonmembranen 

transferiert und mit klonierten, GluR-spezifischen und 32Pi markierten cDNA-

Fragmenten detektiert.  

Knochenmarkstammzellen, deren RNA direkt isoliert und für die Analyse einge-

setzt wurde, wiesen eine hohe KA2-Transkription auf. Es wurde allerdings nur eine 

sehr geringe Expression von GluR5- und GluR6-mRNAs und keine Expression des 

GluR7 beobachtet (Abb. 10B). Außerdem waren Knochenmarkstammzellen ex vivo 

für drei Tage mit Zytokinen (10 ng/ml „stem cell factor“, 3 ng/ml IL 1b, 20 ng/ml IL 3) 

kultiviert worden. Diese Zellen wurden von Herrn Dr. B. Fehse zur Verfügung ge-

stellt. In diesen Zellen war die Transkription des GluR5 und GluR6 deutlich erhöht 

und die GluR7-Transkription induziert. KA2 war in diesen aktivierten (proliferieren-

den) Zellen unverändert hoch transkribiert. In kontinuierlich wachsenden TF1- und 

FDCP1-Zellen wurden nur KA2- und GluR7-mRNAs nachgewiesen. Eine Transkrip-

tion des GluR5 und GluR6 konnte nicht beobachtet werden 

. 
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Abbildung 10: Kainatrezeptor-Transkription hämatopoetischer Vorläuferzellen  
A: Schematisch dargestellt ist die vereinfachte Struktur eines Kainatrezeptors mit 
dem offenen Leserahmen, dem Transkriptionsstart, den Membrandomänen 1-4 
(schwarz) und dem Stopkodon. Die Position der für die Amplifikation der cDNA-
Fragmente verwendeten Oligonukleotide ist angegeben.  
B: Semiquantitative RT-PCR-Analysen mit RNAs, die aus Knochenmarkstamm-
zellen, TF1- und FDCP1-Zellen isoliert wurden. Die Knochenmarkstammzellen wur-
den entweder direkt analysiert (-F) oder drei Tage lang ex vivo mit Zytokinen kulti-
viert (+F). Die cDNA-Fragmente wurden mit den Oligonukleotiden xp39/bp85 
(GluR5), xp17/xp18 (GluR6), xp51/xp52 (GluR7) und xp53/xp48 (KA2) und anstei-
genden Zyklenzahlen amplifiziert und mit GluR-spezifischen und 32Pi markierten 
Fragmenten detektiert; n.g.- nicht gefunden. 
 

Die Transkription vollständiger Rezeptor-mRNAs sollte durch „Northernblot“-

Analysen (4.2.3.4) nachgewiesen werden. Es wurden polyA+-mRNAs aus TF1-

Zellen, die 24 h mit und ohne GM-CSF kultiviert wurden, und der Wachstumsfaktor-

unabhängigen Mutante 29A isoliert (4.2.3.2) und in 1 %-igen Formaldehyd-

Agarosegelen aufgetrennt. Die mRNAs wurden auf Nylonmembranen transferiert 

und mit klonierten, GluR-spezifischen und 32Pi markierten cDNA-Fragmenten detek-

tiert. In TF1- und 29A-Zellen wurden eine KA2- (~3,6 kb) und eine GluR7-spezifische 

mRNA (~5 kb) nachgewiesen (Abb. 11). In der Mutante trat eine zusätzliche GluR7-

spezifische mRNA (~3,2 kb) auf, die in TF1-Zellen nicht beobachtet wurde.  
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Abbildung 11: Transkription von Kainatrezeptoren in TF1- und 29A-Zellen  
„Northernblot“-Analyse mit je 1 µg polyA+-mRNAs aus TF1- und 29A-Zellen. TF1-
Zellen wurden mit (TF1+F) oder für 24 h ohne GM-CSF (TF1-F) kultiviert. Die RNAs 
wurden mit GluR-spezifischen und 32Pi markierten DNA-Fragmenten hybridisiert.  
 

In kontinuierlich wachsenden TF1-Zellen konnten weder GluR5- noch GluR6-

mRNAs nachgewiesen werden. Die Transkription beider Rezeptoren war aber nach 

Wachstumsfaktorentzug induziert worden. Die Größen der mRNAs betrugen ~3,1 kb 

(GluR5) und ~5 kb (GluR6). In der Mutante 29A wurde, neben dem 3,1 kb großen 

Transkript, eine weitere GluR5-spezifische mRNA (~4,1 kb) beobachtet, die sehr 

hoch transkribiert war. In der Mutante konnten daneben GluR6-mRNAs detektiert 

werden, die Größen zwischen 3,5 und 4 kb aufwiesen. 

Es wurden verschiedene Kainatrezeptor-cDNAs aus hämatopoetischen Vorläufer-

zellen und der Mutante 29A kloniert. Daneben konnte eine unterschiedliche 

Transkription der Rezeptoren in den Zellen nachgewiesen werden. Einige der nach-

gewiesenen Rezeptorvarianten werden auch im Gehirn exprimiert und sind pharma-

kologisch und elektrophysiologisch charakterisiert worden (Dingledine et al., 1999). 

Daher wird angenommen, dass die Kainatrezeptoren, die in myeloischen Zellen ge-

fundenen wurden, extrazellulären Ionenimport erlauben. Daneben wurden auch   

Rezeptorvarianten kloniert, die bisher unbekannte carboxyterminale Bereiche auf-

weisen. Die alternative posttranslationale Modifikation der 3´Enden dieser Rezeptor-

varianten erlaubt möglicherweise eine spezifische Signaltransduktion in hämatopoe-

tischen Vorläuferzellen. 

 Im Folgenden wurde untersucht, ob die Funktion myeloischer Kainatrezeptoren in 

die Regulation der Proliferation, der Differenzierung und der Apoptose hämatopoeti-

scher Vorläuferzellen involviert ist. 

 
5.2.2. Kainatrezeptor-abhängige Induktion der Apoptose  
Ruhende Knochenmarkstammzellen und kontinuierlich wachsende TF1-Zellen 

exprimierten weder GluR5 noch GluR6. Die Transkription beider Rezeptoren wurde 
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in aktivierten (proliferierenden) Knochenmarkstammzellen und in TF1-Zellen nach 

Wachstumsfaktorentzug beobachtet. Ex vivo kultivierte Knochenmarkstammzellen 

stellen ihr Wachstum schon nach wenigen Zellteilungen ein (Morrison et al., 1997). 

Im Gegensatz dazu können etablierte TF1- und FDCP1-Zellinien unbegrenzt prolife-

rieren, solange optimale Kulturbedingungen vorliegen. Diese Expressions- und 

Wachstumsunterschiede deuten auf einen möglichen Zusammenhang zwischen der 

Expression des GluR5 bzw. GluR6 und der Induktion der Apoptose hin.  

 
5.2.2.1. Expression von GluR5 und GluR6 nach Wachstumsfaktorentzug 
Es wurde zunächst untersucht, ob die durch „Northernblot“-Analysen nachgewiese-

nen GluR5- und GluR6-mRNAs translatiert werden. TF1- und FDCP1-Zellen wurden 

hierzu für 30 h (TF1) oder 20 h (FDCP1) mit und ohne Wachstumsfaktor kultiviert 

und es wurden Zellmembranextrakte hergestellt (4.2.4). Die in diesen Extrakten ent-

haltenen Proteine wurden in 7,5 %-igen Polyacrylamidgelen (6 M Harnstoff) elektro-

phoretisch aufgetrennt, auf PVDF-Membranen übertragen und mit Antikörpern spezi-

fisch für den carboxyterminalen Bereich des GluR5 oder GluR6 detektiert. In TF1- 

und FDCP1-Zellen wurde nach Wachstumsfaktorentzug ein 120-130 kDa großes 

GluR5-spezifisches Protein beobachtet. Kontinuierlich wachsende Zellen exprimier-

ten kein solches Protein (Abb. 12).  

 

 
Abbildung 12: GluR5- und GluR6-Expression in myeloischen Vorläuferzellen  

„Westernblot“-Analyse mit je 2-3 µg TF1- und FDCP1-Proteinextrakt. Die Zellen wur-
den mit (+F) und ohne (-F) Wachstumsfaktor kultiviert. Die isolierten Proteine wurden 
mit GluR5- (αGluR5) oder GluR6- (αGluR6) spezifischen Antikörpern detektiert.  
 
Die induzierte Expression eines ~120 kDa großen GluR6-spezifischen Protein wurde 

nach Wachstumsfaktorentzug in TF1-, nicht aber in FDCP1-Zellen beobachtet.    

Neben monomerem GluR5 und GluR6 konnten mit beiden Antikörpern hochmoleku-

lare Proteinkomplexe (~240 kDa) in TF1-Zellen nachgewiesen werden, bei denen es 

sich vermutlich um homo- oder heterodimere Rezeptorkomplexe handelt. 
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5.2.2.2. Proliferation nach Wachstumsfaktorentzug 
Die Proliferation von TF1-Zellen ist abhängig von GM-CSF. Radioaktiv markiertes 

[3H]Thymidin wird in neusynthetisierte genomische DNA eingebaut. Die Menge des 

inkorporierten [3H]Thymidin ist abhängig von der Proliferation der Zellen. Die Wachs-

tumsfaktor-Abhängigkeit der im Labor kultivierten TF1-Zellen wurde durch Analyse 

der [3H]Thymidininkorporation überprüft (4.2.8.). Die Zellen wurden in Abwesenheit 

von GM-CSF kultiviert, zu verschiedenen Zeiten durch Zugabe von GM-CSF resti-

muliert und mit [3H]Thymidin inkubiert. Die [3H]Thymidininkorporation der restimulier-

ten TF1-Zellen nahm mit der Dauer des Versuchs ab (Abb. 13A). Nach 30-35 h wur-

de eine 50 %-ige Reduktion der Zellteilung beobachtet. Der Einbau des 

[3H]Thymidins war nach 60 h auf 5-10 % des Ausgangswerts zurückgegangen.  

 

 
Abbildung 13: Proliferation von TF1 Zellen in Abwesenheit von GM-CSF  
A: TF1-Zellen wurden ohne GM-CSF kultiviert und die Proliferation der Zellen nach 
Restimulierung durch [3H]Thymidininkorporation untersucht. Die Werte sind in     
Prozent der maximalen Inkorporation angegeben.  
B: Kultivierung von TF1-Zellen in Abwesenheit von GM-CSF für 30 h mit unter-
schiedlichen DNQX-Konzentrationen. Durchführung wie in A. 
 

Das Wachstum der TF1-Zellen war abhängig von der Stimulierung durch GM-

CSF. Die Untersuchung der Proliferation von FDCP1-Zellen zeigte, dass Wachs-

tumsfaktorentzug bereits nach 12 h (24 h) zu einer Reduktion der [3H]Thymidin-

inkorporation auf 50 % (10 %) des Ausgangswerts führte (Daten nicht gezeigt).  

Nach Wachstumsfaktorentzug für 30 h exprimierten TF1-Zellen GluR5 und GluR6 

(Abb. 12) und die Proliferation der Zellen nahm um ~50 % ab. Es wurde untersucht, 

ob die Abnahme der Proliferation auf die induzierte Expression der beiden Kainatre-

zeptoren zurückzuführen war. Die Zellen wurden deshalb für 30 h ohne GM-CSF, 

aber mit unterschiedlichen Konzentrationen des nicht kompetitiven Kainatrezeptor-

spezifischen Antagonisten 6,7-Dinitroquinoxalin-2,3-dion (DNQX, Honore´ et al., 
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1988) kultiviert. Die Zellen wurden restimuliert und mit [3H]Thymidin inkubiert. Die 

[3H]Thymidininkorporation war durch DNQX konzentrationsabhängig erhöht       

(Abb. 13B). Im Vergleich zur Kontrolle führte die Inkubation mit 200 µM DNQX zu 

einem 50-fachen Anstieg der Proliferation.  

 
5.2.2.3. Induktion der Apoptose  
Die reduzierte Proliferation nach Wachstumsfaktorentzug könnte zwei Ursachen  

haben. Die Zellen gehen in ein Ruhestadium über oder sie sterben. Die Morphologie 

der untersuchten Zellen und durchgeführte Tryphanblaufärbungen zeigten allerdings, 

dass die Apoptose in den Zellen induziert wurde. 

Kalzium- und Magnesium-abhängige DNAsen bauen im Verlauf der Apoptose die 

genomische DNA ab. Ihre Aktivität führt zu einer internukleosomalen Fragmentie-

rung der DNA. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA zeigt ein charakteristi-

sches Bandenmuster (apoptotische Leiter). Für den Nachweis apoptotischer Leitern 

wurden TF1-Zellen in Abwesenheit von GM-CSF mit und ohne DNQX kultiviert. Die 

genomischen DNAs wurden isoliert (4.2.1.3.) und gleiche Mengen der DNAs in    

einem 2 %-igen Agarosegel aufgetrennt. Apoptotische Leitern konnten in Zellen be-

obachtet werden, die 48 h bzw. 72 h ohne GM-CSF kultiviert wurden (Abb.14).  

 

 
Abbildung 14: Reduzierte internukleosomale Fragmentierung durch DNQX  
TF1-Zellen wurden unterschiedlich lang ohne GM-CSF mit 100 µM bzw. 200 µM 
DNQX und ohne DNQX (Kontrolle) sowie mit GM-CSF für 72h kultiviert. Die genomi-
schen DNAs (5 µg) wurden in einem 2 %-igen Agarosegel aufgetrennt.  
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Die genomische DNA war noch intakt, wenn die Zellen für 72 h mit GM-CSF kultiviert 

wurden. Die Inkubation der Zellen mit 200 µM DNQX reduzierte die Menge der inter-

nukleosomal fragmentierten DNA nach 48h und 72h signifikant. Die Kultivierung der 

Zellen in Anwesenheit von 100 µM DNQX hatte einen intermediären Effekt.  



Die Ergebnisse sollten mit parallel durchgeführten TUNEL-Analysen bestätigt 

werden. Diese Analysen sind als „terminal deoxynucleotidyl transferase mediated 

dUTP nick end labeling“ von Li und Darzynkiewicz (1995) beschrieben worden. Die 

TF1-Zellen wurden hierzu in Abwesenheit von GM-CSF ohne DNQX oder mit       

200 µM DNQX kultiviert. Sie wurden anschließend fixiert und die internukleosomal 

fragmentierte DNA durch Terminale-Desoxyribosyl-Transferase mit 5-Bromo-2´-

Deoxyuridin-5´-triphosphat (BrdUTP) markiert (4.2.5.). Die Zellen wurden anschlie-

ßend mit einem BrdUTP-spezifischen und FITC-gekoppelten Antikörper inkubiert 

und die Zahl BrdUTP-positiver Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. TF1-Zellen, 

die 48h ohne GM-CSF inkubiert wurden (Kontrolle), zeigten einen Anteil BrdUTP-

positiver, d.h. apoptotischer Zellen von 47 % (Abb. 15).  

 
Abbildung 15: Reduzierte Anzahl BrdUTP-positiver Zellen durch 200 µM DNQX 
TF1-Zellen wurden in Abwesenheit von GM-CSF ohne DNQX (Kontrolle) oder mit 
200 µM DNQX kultiviert und der Anteil BrdUTP-positiver Zellen durchflusszyto-
metrisch bestimmt. Die Fluoreszenz (BrdUTP-FITC, Y-Achse) von 8000-10000 Zel-
len wurde zusammen mit dem „forward light scatter“ (FS, X-Achse) gemessen. 
 
Der Anteil apoptotischer Zellen stieg nach 60h auf 67 % an. Im Gegensatz dazu 

führte die Inkubation der Zellen mit 200 µM DNQX zu einem deutlich verringerten 

Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen nach 48 h (24 %) bzw. 60 h (41 %).  

Die Induktion der Apoptose durch Wachstumsfaktorentzug und der Effekt des 

DNQX wurden auch in murinen FDCP1-Zellen untersucht. Wie in TF1-Zellen wurde 

durch Wachstumsfaktorentzug die Apoptose induziert, apoptotische Leitern bzw. 

BrdUTP-positive Zellen waren hier allerdings schon nach 12 h zu beobachten (Daten 
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nicht gezeigt). Auch konnte ein antiapoptotischer Effekt des DNQX nachgewiesen 

werden, der aber geringer ausgeprägt war (Daten nicht gezeigt).  

TF1- und FDCP1-Zellen exprimierten nach Wachstumsfaktorentzug GluR5 und 

die Apoptose wurde induziert. Die Expression von GluR6 wurde nur in TF1-, nicht 

aber in FDCP1-Zellen beobachtet. In beiden Zellinien konnte die Induktion der Apop-

tose durch den Kainatrezeptor-spezifischen Antagonisten DNQX teilweise blockiert 

werden. Die Daten zeigen, dass die Expression des GluR5 nach Wachstumsfaktor-

entzug für die Induktion der Apoptose in TF1- und FDCP1-Zellen verantwortlich ist.  

 
5.2.3. Kainatrezeptor-abhängige Proliferation von TF1-Zellen 
Glutamat wird für die Kultivierung hämatopoetischer Zellen verwendet. Kontinuierlich 

wachsende TF1-Zellen exprimierten KA2 und GluR7. Es wurde vermutet, dass    

Kainatrezeptoren nicht nur eine Rolle für die Induktion der  Apoptose, sondern auch 

für die Regulation der Proliferation in Anwesenheit von GM-CSF spielen könnten. 

Deshalb wurde untersucht, ob TF1-Zellen für ihr Wachstum Glutamat benötigen und 

ob hierfür die Funktion von Kainatrezeptoren notwendig ist. Die Zellen wurden hierzu 

für einen Tag mit GM-CSF und unterschiedlichen Glutamatkonzentrationen kultiviert 

und für 8 h mit [3H]Thymidin inkubiert (4.2.8.). Die Dauer dieses Experiments betrug 

24 h. Die Zellen zeigten eine erhöhte und nahezu identische, Dosis-abhängige Proli-

feration in Abhängigkeit von der Glutamat- oder Kainatkonzentration (Abb. 16A).  

 

 
Abbildung 16: Kainatrezeptor-abhängige Proliferation von TF1- und 29A-Zellen 
A: [3H]Thymidininkorporation von TF1-Zellen, die 24h mit GM-CSF und unterschied-
lichen Glutamat- (weiß) bzw. Kainatkonzentrationen (schwarz) kultiviert wurden. Die 
Werte sind in Prozent der maximalen Inkorporation angegeben.  
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B: TF1-Zellen (+GM-CSF, schwarz) und die Mutante 29A (-GM-CSF, weiß) wurden 
für drei Tage mit unterschiedlichen DNQX-Konzentrationen kultiviert. Die Zahl über-
lebender Zellen wurde durch Tryphanblaufärbung ermittelt und ist in Prozent der 
maximalen Zahl überlebender Zellen angegeben.  



Dieses Ergebnis sollte durch Einsatz des Rezeptorantagonisten DNQX bestätigt 

werden. TF1-Zellen wurden hierzu in Anwesenheit von GM-CSF mit unterschiedli-

chen DNQX-Konzentrationen inkubiert. Die überlebenden Zellen wurden nach drei 

Tagen und Färbung mit Tryphanblau gezählt. Parallel dazu wurde auch die Wachs-

tumsfaktor-unabhängige Mutante 29A analysiert. Es wurde beobachtet, dass die 

Zahl überlebender TF1- und 29A-Zellen mit steigender DNQX-Konzentration        

abnahm (Abb. 16B). Die Kultivierung mit ~130 µM DNQX reduzierte die Zahl überle-

bender Zellen um ~50 %.  

Die kurzzeitige Proliferation kontinuierlich wachsender TF1-Zellen war abhängig 

von den Rezeptoragonisten Glutamat und Kainat. Der Antagonist DNQX blockierte 

das Wachstum der Zellen konzentrationsabhängig. Die Funktionen der Kainat-

rezeptoren und des GM-CSF-Rezeptors beeinflussten die Proliferation synergistisch 

und sind essentiell für das Überleben der Zellen. Die Inaktivierung GM-CSF-

abhängiger Signaltransduktionskaskaden nach Wachstumsfaktorentzug führte zur 

GluR5-abhängigen Induktion der Apoptose in TF1-Zellen.  

 
5.2.4. Stroma-abhängige Proliferation von TF1-Zellen 
Die Frage war, ob ein Wechsel der Wachstumsbedingungen von einer Veränderung 

der Kainatrezeptor-abhängigen Proliferation abhängig ist. Deshalb wurden TF1-

Zellen mit subletal bestrahlten MS-5-Stromazellen in Abwesenheit von GM-CSF  

kultiviert. Zunächst wurde untersucht, unter welchen Bedingungen MS-5-kokultivierte 

TF1-Zellen optimal proliferieren. Hierzu wurden TF1-Zellen in unterschiedlicher  

Dichte auf semikonfluenten, bestrahlten MS-5-Stromazellen ausgesät. Sie wurden in 

96-Loch Kulturplatten ohne GM-CSF kultiviert und zu unterschiedlichen Zeiten mit 

[3H]Thymidin inkubiert (4.2.8.). Die TF1-Zellen wuchsen in sehr engem Kontakt mit 

den Stromazellen (Abb. 17A). Die Analysen der [3H]Thymidininkorporation zeigten, 

dass die Proliferation von der Dichte der TF1 auf den Stromazellen abhängt (Abb. 

17B). In Abwesenheit von GM-CSF proliferierten 3x103 TF1-Zellen pro Ansatz für 

mehr als drei Wochen. Eine Zellteilung bestrahlter Stromazellen war nach drei     

Tagen nicht mehr zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Apoptotische DNA-Leitern 

konnten in TF1-Zellen nachgewiesen werden, welche sich während der Kokultivie-

rung von den Stromazellen ablösten (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 17: Kokultivierung von TF1- und MS-5-Stromazellen  
A: Phasenkontrast-Photographie kokultivierter TF1-Zellen.  
B: 3x103 (schwarz), 103 (grau) und 3x102 (weiß) TF1-Zellen pro Ansatz wurden   
unterschiedlich lang kokultiviert und anschließend mit [3H]Thymidin inkubiert.  
C: TF1-Zellen (3x103/Ansatz) wurden mit unterschiedlichen DNQX-Konzentrationen 
kokultiviert und nach drei Tagen mit [3H]Thymidin inkubiert.  
 

Für die Analyse der Kainatrezeptor-abhängigen Proliferation wurden die TF1-

Zellen (3x103/Ansatz) in Anwesenheit unterschiedlicher DNQX-Konzentrationen mit 

MS-5-Zellen kultiviert und nach drei Tagen mit [3H]Thymidin inkubiert. Die Prolifera-

tion MS-5-kokultivierter TF1-Zellen nahm durch DNQX konzentrationsabhängig ab 

(Abb. 17C).  

Wachstumsfaktor-unabhängige Mutanten waren durch Kultivierung mit Virus-

produzierenden Fibroblasten und anschließender Selektion ohne GM-CSF etabliert 

worden. Es wurde untersucht, ob die Kultivierung mit MS-5-Stromazellen die Etablie-

rung autonom wachsender Zellinien ermöglicht. TF1-Zellen wurden hierzu für elf  

Tage mit MS-5-Zellen kultiviert und anschließend in Zellkulturagar kloniert (4.2.7.4.). 

Die Stroma-adherenten, aber auch Zellen, die sich vom Stroma abgelöst hatten, 

wurden in unterschiedlicher Zelldichte mit und ohne GM-CSF selektioniert. Die sich 

entwickelnden Zellklone wurden nach 2-3 Wochen gezählt. Kontinuierlich wachsen-

de TF1-Zellen haben eine Klonierungseffizienz von 20-25 % in Anwesenheit von 

GM-CSF (B. Fehse, persönliche Mitteilung). Stroma-adherente, aber auch abgelöste 

TF1-Zellen hatten in Anwesenheit des Wachstumsfaktors eine Klonierungseffizienz 

von ~2 % (Tabelle 2). Im Gegensatz zu kontinuierlich wachsenden oder abgelösten 

TF1-Zellen entwickelten ~5 % der Stroma-adherenten TF1-Zellen Klone in Ab-

wesenheit von GM-CSF.  
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 Zellzahl +GM-CSF -GM-CSF % unabhängige Klone

TF1 +MS-5 3x104 541 30  

 1x104 182 8 4,8% 

 3x103 72 3  

TF1 -MS-5 3x104 441 0  

 1x104 147 0 - 

 3x103 42 0  

Tabelle 2: Etablierung Wachstumsfaktor-unabhängiger Mutanten nach Kulti-
vierung mit MS-5-Stromazellen  
TF1-Zellen wurden für elf Tage in Abwesenheit von GM-CSF mit MS-5-Stromazellen 
kultiviert. Die Stroma-adherenten (TF1+MS-5) bzw. abgelösten TF1-Zellen (TF1-MS-
5) wurden in unterschiedlicher Zellzahl in Zellkulturagar kloniert. Sie wurden mit und 
ohne GM-CSF selektioniert und die sich entwickelnden Zellklone nach 2-3 Wochen 
gezählt. Der Anteil Wachstumsfaktor-unabhängiger Klone wurde für die verschiede-
nen Zellzahlen gemittelt. 
 

Die Kultivierung von TF1-Zellen mit MS-5-Stromazellen oder Virus-

produzierenden Fibroblasten ermöglichte die Etablierung Wachstumsfaktor-

unabhängiger Mutanten. MS-5-kokultivierte TF1-Zellen proliferierten in Abwesenheit 

von GM-CSF, ohne das die Apoptose induziert wurde. Die Interaktion mit Ober-

flächenmolekülen der Stromazellen oder Fibroblasten könnte Signaltransdukti-

onskaskaden aktivieren, die trotz Expression des GluR5 ein Überleben kokultivierter 

TF1-Zellen ermöglichen. Die Abrogation der Wachstumsfaktor-Abhängigkeit ist aller-

dings nur dann möglich, wenn die GluR5-abhängige Induktion der Apoptose nach-

haltig blockiert werden kann. Es wurde daher im Folgenden analysiert, welcher    

Mechanismus hierfür verantwortlich sein könnte. 

 
 
5.2.5. Nachweis von GluR5- und GluR6-Rezeptorkomplexen 
Es wurde zunächst untersucht, ob die GluR5- und GluR6-mRNAs in 29A-Zellen 

translatiert werden. Für diese Analyse wurden Zellmembranextrakte hergestellt 

(4.2.4.). Die in diesen Extrakten enthaltenen Proteine wurden in 7,5 %-igen Poly-

acrylamidgelen (6 M Harnstoff) elektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF-

Membranen transferiert (4.2.4.). Die Proteine wurden mit Antikörpern detektiert, die 

spezifisch für den carboxyterminalen Bereich des GluR5 (αG5) oder des GluR6 
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(αG6) sind. Neben dem monomeren GluR5 (120-130 kDa) wurde ein 200-220 kDa 

großer Proteinkomplex mit αG5 in 29A-Zellen nachgewiesen (Abb. 18).  

 

 
 

 
Abbildung 18: Expression von   
Kainatrezeptoren in 29A-Zellen  
„Westernblot“-Analyse mit Protein-
extrakten der Mutante 29A (1-3, 5) 
und kontinuierlich wachsender TF1-
Zellen (4). Die transferierten Proteine 
wurden mit den angegebenen Anti-
körpern detektiert.  

Ein ähnlich großer Komplex konnte auch mit αG6 detektiert werden. Es wurde keine 

monomere Form des GluR6 beobachtet. Auch mit einem aminoterminal-spezifischen 

GluR5/6/7- (αG5/6/7) bzw. carboxyterminal-spezifischen GluR6/7-Antikörper (αG6/7) 

wurden 200-220 kDa große Proteinkomplexe nachgewiesen. Mit αG5/6/7 wurden 

zudem geringe Mengen des monomeren GluR5 detektiert. Ein ~110 kDa großes  

Polypeptid wurde mit αG5/6/7 und αG6/7 nachgewiesen. Da es auch in kontinuier-

lich wachsenden TF1-Zellen beobachtet wurde (Abb. 18, Spur 4), handelt es sich bei 

dem Protein vermutlich um den monomeren GluR7.  

Trotz Expression des GluR5 proliferierte die Mutante 29A. Daneben wurde die 

Zellteilung der Mutante, kontinuierlich wachsender TF1-Zellen und MS-5-

kokultivierter TF1-Zellen durch DNQX gleichermaßen konzentrationsabhängig redu-

ziert. Ungeachtet der unterschiedlichen Expression der Kainatrezeptoren, verhielten 

sich die Mutante und die kokultivierten Zellen wie kontinuierlich wachsende TF1-

Zellen. Allerdings wiesen die GluR5-spezifischen Rezeptorkomplexe in der Mutante 

eine geringere Größe auf (200-220 kDa), als die in den TF1-Zellen nach Wachs-

tumsfaktorentzug (~240 kDa). Es wird daher vermutet, dass in der Mutante hetero-

mere Rezeptorkomplexe des GluR5 mit einer verkürzten, möglicherweise alternativ 

gespleißten, Rezeptorvariante gebildet wurden. Es wird auch angenommen, dass 

die beobachtete Komplexbildung die Funktion des GluR5 in der Mutante und in den 

MS-5-kokultvierten TF1-Zellen blockiert haben könnte.  

 
5.2.6. Nachweis von GluR5- und GluR6-Spleißvarianten 
Es wurden RNAs aus 29A, weiteren Mutanten und aus TF1-Zellen, die 20 Tage mit 
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MS-5-Stromazellen kultiviert wurden, isoliert. Die Transkription der Rezeptor-mRNAs 

wurde durch RT-PCR-Analysen untersucht (4.2.3.3.). Es wurden Oligonukleotide 

verwendet, mit denen die extrazellulären N-terminalen Domänen (NTD) amplifiziert 

werden konnten. Alternativ wurden die Regionen der Membrandomänen 1-3 (M1-3) 

amplifiziert (vgl. Abb. 10A). Die Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf 

Nylonmembranen transferiert und mit klonierten, GluR-spezifischen und 32Pi markier-

ten cDNA-Fragmenten detektiert. Mit den N-terminal-spezifischen Oligonukleotiden 

konnte in allen Zellen je ein GluR5- und  ein GluR6-spezifisches cDNA-Fragment 

nachgewiesen werden (Abb. 19). 

 

 
Abbildung 19: Identifikation alter-
nativ gespleißter GluR5- und 
GluR6-mRNAs  
RT-PCR-Analyse mit RNAs aus ver-
schiedenen Mutanten und TF1-
Zellen, die 20 d mit Stromazellen 
kultiviert wurden (TF1+S). Die NTD 
der Rezeptoren wurde mit 30 Zyklen 
und den Oligonukleotiden xp58/xp80 
(GluR5) und dp103/xp44 (GluR6) 
amplifiziert. Die Region der M1-3 
wurde mit 30 Zyklen und den Oligo-
nukleotiden xp39/bp85 (GluR5), 
xp17/xp18 (GluR6), xp51/xp52 
(GluR7) und xp53/xp48 (KA2)       
analysiert (Lother unveröffentlicht). 

 
Durch die Amplifikation des Bereichs der M1-3 wurden in allen Proben ein ~900 bp 

großes, GluR5-spezifisches cDNA-Fragment nachgewiesen. Daneben wurden bis zu 

drei sukzessiv verkürzte Fragmente detektiert. Die Sequenzierung der Fragmente 

zeigte, dass alternativ gespleißte mRNAs revers transkribiert wurden. Das 891 bp 

große cDNA-Fragment entspricht einer vollständig transkribierten Rezeptor-mRNA. 

Die am höchsten transkribierte, 772 bp große Variante des GluR5 (∆G5) entstand 

durch eine Deletion des 119 bp großen Exons 13 in der GluR5-mRNA (Hattori et al., 

2000; Abb. 20A). Dies führt zu einer Verschiebung des offenen Leserahmens und zu 

einer vorzeitigen Termination der Translation. Die zusätzlich auftretenden GluR5-

Varianten entstanden durch Deletion des 226 bp großen Exons 15 distal der M3 
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(665 bp) oder durch Deletionen beider Exone (546 bp). 

Die Analyse mit GluR6-spezifischen Oligonukleotiden zeigte ein deutlich hetero-

generes Muster der Amplifikation im Bereich der Domänen M1-3 (Abb.19). In den 

Mutanten 29A, 24/3, 15/4 und in MS-5-kokultivierte TF1-Zellen wurde ein ~900 bp 

großes, GluR6-spezifisches cDNA-Fragment beobachtet. Daneben wurden weitere 

verkürzte Varianten amplifiziert. In den übrigen Mutanten konnten ausschließlich 

verkürzte Fragmente detektiert werden. In der Mutante 3/1 war überhaupt kein 

cDNA-Fragment zu beobachten. Sequenzanalysen zeigten, dass das 891 bp große 

cDNA-Fragment einer vollständig transkribierten Rezeptor-mRNA entspricht. Sie 

zeigten auch, dass die größte GluR6-Variante (∆G6) eine grundsätzlich ähnliche 

Struktur hatte wie ∆G5 (Abb. 20A). Die Deletion des Exons 13 führt auch hier zu  

einer Verschiebung des offenen Leserahmens und zu einer vorzeitigen Termination 

der Translation. Die zusätzlich detektierten GluR6-Varianten wiesen teilweise ähn-

liche Strukturen auf, wie die entsprechend großen GluR5-Varianten. Daneben wur-

den aber auch Varianten generiert, die intronische DNA-Sequenzen aufwiesen    

(Daten nicht gezeigt). Der Anteil alternativ gespleißter GluR5-Varianten betrug ins-

gesamt nur rund 30 % der gesamten GluR5-mRNA. Dieses Verhältnis war im Falle 

des GluR6 deutlich zu Gunsten der alternativ gespleißten Varianten verschoben. 

Das Muster der Amplifikation beider Rezeptoren variierte in verschiedenen RNA-

Präparationen der gleichen Zellinie (Daten nicht gezeigt). Daneben konnten in allen 

Zellen KA2- und GluR7-mRNAs nachgewiesen werden (Abb. 19). Ein alternatives 

Spleißen dieser Rezeptoren wurde nicht beobachtet. 

Die Deletion des Exons 13 führte zur Expression trunkierter GluR5 und GluR6 

Rezeptorvarianten (Abb. 20). Den Proteinen fehlen die M2-4, die S2-Domäne sowie 

der gesamte carboxyterminale Bereich. Die Rezeptorvarianten können nicht aktiviert 

werden, da für die Bindung des Liganden sowohl S1 als auch S2 benötigt werden 

(Kuusinen et al., 1995). Die M2-Domäne ist ebenfalls nicht vorhanden. Da sie aber 

für die Bildung der Kanalpore essentiell ist (Sutcliffe et al., 1996), können beide    

Rezeptorvarianten keine Ionentransportfunktionen haben. In beiden Varianten wird 

sowohl die in der NTD lokalisierte Oligomerisierungsdomäne (Kuusinen et al., 1999; 

Leuschner und Hoch, 1999), als auch die M1-Domäne kodiert, die eine Verankerung 

des Proteins in der Zellmembran erlauben sollte. 
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Abbildung 20: Struktur alternativ gespleißter GluR5- und GluR6-Varianten  
A: Ergebnis der Sequenzierung der Rezeptorvarianten ∆G5 (oben) und ∆G6 (unten). 
In beiden Fällen wurde die Deletion des Exon 13 nachgewiesen. Die abgeleitete  
Aminosäuresequenz distal der M1 (unterstrichen) und die Position des vorzeitigen 
Stopkodons ist angegeben, veränderte Aminosäuren (AS) sind kursiv dargestellt.  
B: Schematische Darstellung der monomeren Untereinheiten GluR5/GluR6 und 
∆G5/∆G6. Die S1- und S2-Domäne, M1-4, die NTD und intrazelluläre Bereiche des 
Rezeptors sind angeordnet (verändert nach Dingledine et al., 1999). 
 

Es wurde vermutet, dass die Transkription des GluR5, GluR6 und der Spleiß-

varianten auch in primären und etablierten leukämischen Zellen nachzuweisen ist. 

Für die Analyse der Transkription wurden die RNAs aus Wachstumsfaktor-

unabhängigen, promyeloischen K562- und HL60-Zellen sowie aus mononukleären 

Zellen verschiedener AML-Patienten (D.K. Hossfeld, Hamburg) isoliert. Daneben 

wurden auch die RNAs peripherer Blutzellen eines gesunden Probanden und mono-

nukleärer Zellen eines Patienten analysiert, der an chronisch myeloischer Leukämie 

(CML) erkrankt war. Die RNAs wurden revers transkribiert und die cDNAs mit Oligo-

nukleotiden spezifisch für den Bereich der M1-M3 amplifiziert. Die cDNA-Fragmente 

wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit klo-

nierten, GluR-spezifischen und 32Pi markierten cDNA-Fragmenten detektiert. Außer 

in HL60, konnte die Transkription des GluR5 in allen untersuchten Zellen nachge-

wiesen werden (Abb. 21). Allerdings wurde nur in AML3 eine GluR6-mRNA beo-

bachtet. In AML1 konnte die Transkription des GluR5 erst nach ex vivo Kultivierung 

(3 d) mit Wachstumsfaktoren (10 ng/ml „stem cell factor“, 3 ng/ml IL 1b und 20 ng/ml 

IL 3) und anschließendem Wachstumsfaktorentzug (24 h) beobachtet werden. Die 

Transkription in AML1 entspricht also der in murinen FDCP1-Zellen (vgl. Abb. 12). 
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Abbildung 21: Transkription von GluR5 und GluR6 in leukämischen Zellen  
RT-PCR-Analyse mit RNAs der angegebenen Zellen. Die cDNAs wurden mit den 
Oligonukleotiden xp39/bp85 (GluR5), xp17/18 (GluR6) und 30 Zyklen amplifiziert. 
AML2-5, periphere Blutzellen (PB) und Zellen eines CML-Patienten wurden direkt für 
die RNA-Isolierung eingesetzt. Die RNAs der AML1-Proben wurden aus Zellen iso-
liert, die drei Tage mit (+F) und anschließend für 24 h ohne (-F) Wachstumsfaktoren 
ex vivo kultiviert wurden.  
 

In AML2, AML3 und K562-Zellen konnte neben einer vollständig transkribierten 

mRNA (891 bp), auch ein verkürztes GluR5-spezifisches cDNA-Fragment nach-

gewiesen werden (772 bp). In K562-Zellen wurde ein zusätzliches verkürztes Frag-

ment (665 bp) beobachtet. Die Sequenzierung der cDNA-Fragmente zeigte, dass 

ihre Struktur den zuvor nachgewiesenen Spleißvarianten entsprach.  

Die Transkription des GluR5, GluR6 und alternativ gespleißter mRNAs wurde in 

TF1-Mutanten und MS-5-kokultivierten TF1-Zellen sowie primären und etablierten 

leukämischen Zellen nachgewiesen. In den Rezeptorvarianten ∆G5 und ∆G6 wird 

die in der NTD lokalisierte Oligomerisierungsdomäne kodiert. Sie sind also vermut-

lich in der Lage Heteromere mit GluR5 und GluR6 auszubilden. Die trunkierten    

Rezeptorvarianten haben aber keine Ionentransportfunktion. Daher wird vermutet, 

dass eine mögliche Komplexbildung die Funktion des GluR5 blockieren und die 

GluR5-abhängige Induktion der Apoptose abrogieren könnte. 

 
5.2.7. Abrogation der GluR5-abhängigen Apoptose in Hek 293-Zellen 
Die Bildung heteromerer Rezeptorkomplexe und die GluR5-abhängige Induktion der 

Apoptose sollte in einem heterologen Zellsystem untersucht werden. Hierzu wurden 

verschiedene Rezeptor-cDNAs in pcDNA3.1. kloniert (Lother unveröffentlicht). Distal 

der Lokalisationssequenzen („leadersequences“) wurden kurze DNA-Motive einge-

führt, die verschiedene Peptid-Epitope kodieren. Die Expression von GluR5 (HA1), 

GluR6a (FLAG), ∆G5 und ∆G6 (beide c-Myc) wurde in einzelnen Hek 293-Zellen 
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durch Immunfluoreszenz-Technik analysiert. Mit Hilfe parallel durchgeführter Analy-

sen der Zellmorphologie und Färbungen der Nuklei mit DAPI sollten Effekte der ek-

topen Expression auf die zelluläre Integrität untersucht werden. Es wurde zunächst 

geprüft, ob die Rezeptorvarianten exprimiert werden. Hierzu wurden Hek 293-Zellen 

mit äquimolaren Mengen der Expressionsplasmide und SuperFect Transfektion-

Reagenz (Qiagen) transfiziert. Sie wurden nach 24 h fixiert, mit Epitop-spezifischen 

Antikörpern gefärbt und mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die 

Expression aller vier Rezeptorvarianten konnte nachgewiesen werden (Abb. 22).  

 

 
Abbildung 22: Ektope Expression verschiedener Rezeptorvarianten  
Hek 293-Zellen wurden mit den angegebenen Rezeptor-cDNAs transfiziert und ihre 
Expression nach 24 h mit Immunfluoreszenz-Technik analysiert. Die Zellen wurden 
mit αHA1 Rhodamin- (GluR5), αFLAG FITC- (GluR6a) und αc-Myc Cy3- (∆G5, ∆G6) 
gekoppelten Antikörpern gefärbt. Für die Transfektionen mit GluR5 und GluR6 sind 
DAPI Färbungen der gleichen Zelle gezeigt.  
 
Mit GluR5 transfizierte Zellen wiesen keine intakte Zellmorphologie auf und zeigten 

kondensierte Nuklei. Die Expression des GluR5 führte also auch in Hek 293-Zellen 

zur Induktion der Apoptose. Die Expression des GluR6a oder der trunkierten Rezep-

torvarianten hatte keinen apoptotischen Effekt.  

Die Kotransfektion der Hek 293-Zellen mit GluR5 und GluR6 führte ebenfalls zu 

einem Verlust der intakten Zellmorphologie, daneben konnten auch kondensierte 

Nuklei nachgewiesen werden (Abb. 23A).  
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Abbildung 23: Kotransfektion verschiedener Rezeptorvarianten  
A+B: Hek 293-Zellen wurden mit äquimolaren Mengen der angegebenen Rezeptor-
cDNAs kotransfiziert und die Expression nach 24 h mit Immunfluoreszenz-Technik 
analysiert. Die Zellen wurden mit αHA1 Rhodamin- oder αHA1 FITC- (GluR5), 
αFLAG FITC- (GluR6a) und αc-Myc Cy3- (∆G5, ∆G6) gekoppelten Antikörpern ge-
färbt. Für alle Kotransfektionen sind DAPI Färbungen der gleichen Zelle gezeigt. 

 
Die GluR5-abhängige Induktion der Apoptose wurde durch die Expression des 

GluR6 nicht beeinflusst. Sie konnte jedoch durch die zusätzliche Expression des 

∆G5 in einzelnen Zellen blockiert werden. Die durchgeführten Analysen zeigten zu-

dem die teilweise Kolokalisation von GluR5 und GluR6a (Abb. 23A).  

Es wurden weitere Kotransfektionen durchgeführt, um die Existenz heteromerer 

Rezeptorkomplexe nachzuweisen. Die Transfektion der Zellen mit GluR5 und ∆G5 

zeigte die teilweise Kolokalisation beider Rezeptorvarianten (Abb. 23B). Die GluR5-

abhängige Induktion der Apoptose wurde auch in diesen Zellen abrogiert, da sie eine 

intakte Morphologie der Zelle und der Nuklei aufwiesen. Die Kotransfektion von 

GluR5 und ∆G6 zeigte ein ähnliches Ergebnis. 

Es wurde die Kolokalisation von ∆G5 und ∆G6 mit GluR5 in transfizierten Hek 

293-Zellen nachgewiesen. Vermutlich führte die Ausbildung heteromerer 

GluR5/∆G5- und GluR5/∆G6-Rezeptorkomplexe in einzelnen Zellen zur Abrogation 

der GluR5-abhängigen Induktion der Apoptose. Es sollte untersucht werden, ob die-

ser Effekt auch in Massenkultur zu beobachten ist. Hierzu wurden Hek 293-Zellen 

mit äquimolaren Mengen der Expressionsplasmide und SuperFect Transfektion-

Reagenz (Qiagen) transfiziert. Der zytotoxische Effekt der Expression verschiedener 

Rezeptorkombinationen wurde nach 24 h mit dem CytoTox 96 Non-Radioactive-

Cytotoxicity-Assay (Promega) analysiert. Hierbei wird die Konzentration von Lactat-
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dehydrogenase (LDH) kolorimetrisch bestimmt. Sie ist ein Maß für die relative Zyto-

toxizität, da apoptotische Zellen LDH in das Kulturmedium abgeben. Die höchste 

Zytotoxizität wurde beobachtet, wenn GluR5 alleine oder in Kombination mit GluR6a 

transfiziert wurde (Abb. 24).  

 

 

Abbildung 24: Zytotoxizität verschie-
dener Rezeptorkombinationen  
Die Freisetzung von Lactatdehydrogena-
se (LDH) wurde in Hek 293-Zellen 24 h 
nach Transfektion äquimolarer Mengen 
der angegebenen cDNAs analysiert. Zur 
Abschätzung der basalen Zytotoxizität der 
Transfektion wurden Zellen analysiert, die 
mit pcDNA3.1. transfiziert wurden (Kon-
trolle). Abkürzungen: G5- GluR5; G6a- 
GluR6a (Lother unveröffentlicht). 

 
Die Transfektion von GluR5 mit ∆G5 oder ∆G6 reduzierte die zuvor beobachtete  

Zytotoxizität des GluR5 um über 50 %. Die Abnahme war geringer, wenn neben 

GluR5 und ∆G5 auch GluR6a kotransfiziert wurde. Dies ist vermutlich darauf zurück-

zuführen, dass ∆G5 auch mit GluR6a heteromerisiert und nicht vollständig für die 

Blockierung des GluR5 zur Verfügung steht. In Zellen, die nur mit GluR6a transfiziert 

wurden, konnte keine erhöhte Zytotoxizität beobachtet werden. Die Inkubation mit 

200 µM DNQX reduzierte den zytotoxischen Effekt der GluR5-Expression ebenfalls. 

Dies bestätigte auch in Hek 293-Zellen den zuvor nachgewiesenen antiapoptoti-

schen Effekt des DNQX.  

In einem heterologen Zellsystem führte die Expression von GluR5 zum Zelltod. 

Die Expression von GluR6a hatte diesen Effekt nicht. Die trunkierten Rezeptor-

varianten ∆G5 und ∆G6 waren in der Lage, die GluR5-abhängige Induktion der    

Apoptose in Hek 293-Zellen durch Bildung heteromerer Komplexe mit GluR5 teil-

weise zu blockieren.  

 
5.2.8. ∆G5-Expression und Signaltransduktion des GM-CSF-Rezeptors 
Die Ergebnisse der ektopen Expression in Hek 293-Zellen sollten durch retroviralen 

Gentransfer in einem myeloischen System überprüft werden. Es sollte zudem be-

wiesen werden, dass die GluR5-abhängige Induktion der Apoptose auch in TF1-
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Zellen durch Heteromerisierung blockiert werden kann und dass Wachstumsfaktor-

unabhängige Mutanten etabliert werden können.  

 
5.2.8.1. Transduktion des ∆G5 

Die cDNA des ∆G5 wurde in den retroviralen Vektor pM5neo (Bergemann et al., 

1995) kloniert. Die Plasmide pM∆G5 (Abb. 25) und pM5neo wurden in Zellen der 

amphotropen Verpackungszellinie GP+envAm12 (GA-Zellen) elektroporiert (4.2.7.5).  

 

 
 

Abbildung 25: Struktur des retroviralen Vektors pM∆G5  
Die LTRs, der offene Leserahmen des GluR5, die M1-Domäne und das vorzeitige 
Stopkodon sowie Spleißdonor (SD) und Spleißakzeptor (SA) sind schematisch dar-
gestellt.  
 

Die transfizierten Zellen wurden in Anwesenheit von G418 kloniert. Die sich ent-

wickelnden Zellklone wurden nach 2-3 Wochen mit Trypsin/EDTA abgelöst und mit 

G418 expandiert. Die Anzahl der Plasmidintegrationen verschiedener Klone wurde 

durch „Southernblot“-Analyse überprüft (Daten nicht gezeigt). Für die anschließende 

Transduktion wurden Klone verwendet, die eine singuläre Plasmidintegration auf-

wiesen. TF1-Zellen wurden mit Virusüberständen des jeweiligen Klons infiziert (MOI 

0,05; 4.2.7.6) und anschließend in Anwesenheit von G418 mit und ohne GM-CSF in 

Zellkulturagar kloniert (4.2.7.4.). Die sich entwickelnden Zellklone wurden nach 2-3 

Wochen gezählt und mit G418 in Flüssigkultur expandiert. In der Kontrollinfektion 

(M5Neo) entwickelten sich unabhängige Klone in Anwesenheit von GM-CSF. Es 

konnten aber keine autonom wachsenden Klone nachgewiesen werden (Tabelle 3). 

Die Infektion der Zellen mit M∆G5 führte ebenfalls zum Wachstum unabhängiger, 

G418-resistenter Klone in Anwesenheit von GM-CSF (Klontyp A). Es entwickelten 

sich aber auch Klone durch Selektion ohne den Wachstumsfaktor (Klontyp B). Die 

Transduktion der Zellen mit ∆G5 führte zur Etablierung autonom wachsender Mutan-

ten mit sehr hoher Frequenz (47 %). Im Vergleich zur Klonierung der TF1-Zellen 

nach Kultivierung mit MS-5-Stromazellen, war der Anteil Wachstumsfaktor-

unabhängiger Klone um den Faktor 25 erhöht (vgl. Tabelle 2, S. 64).  
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 Zellzahl +GM-CSF -GM-CSF % unabhängige Klone

M∆G5 3x104 120 63  

 1x104 35 17 47% 

 3x103 18 5  

M5neo 3x104 130 0  

 1x104 48 0 - 

 3x103 21 0  

Tabelle 3: Infektion von TF1-Zellen  
Die Zellen wurden mit M∆G5 und M5neo infiziert und die angegebenen Zellzahlen in 
Anwesenheit von G418 mit und ohne GM-CSF kloniert. Die sich entwickelnden Zell-
klone wurden nach 2-3 Wochen gezählt. Der Anteil Wachstumsfaktor-unabhängiger 
Klone wurde für die verschiedenen Zellzahlen gemittelt. 
 

Die Kolonien des Klontyps A zeigten die typische Morphologie von Vorläuferzellen 

der Granulozyten/Makrophagen-Entwicklungslinie (Abb. 26A). Im Gegensatz dazu 

waren Klone des Typs B deutlich kleiner und kompakter und sie entwickelten sich 

sehr langsam. Eine ähnliche Morphologie zeigten autonom wachsende Klone, die 

nach Kultivierung mit MS-5-Stromazellen etabliert wurden (Daten nicht gezeigt). 

 

 
Abbildung 26: Etablierung Wachstumsfaktor-unabhängiger TF1-Mutanten  
A: Photographien repräsentativer Zellklone, die in Zellkulturagar mit (Typ A) oder 
ohne GM-CSF (Typ B) selektioniert wurden.  
B: Aufnahmen von TF1- und Klontyp A-Zellen, die mit GM-CSF und Klontyp B-
Zellen, die ohne GM-CSF expandiert wurden. 
 
Die Morphologie der Klone des Typs B in Zellkulturagar könnte auf eine gestörte 

Zellteilung zurückzuführen sein oder aber die Entwicklung der Klone ist von der Zell-

dichte abhängig. Eine ähnliche Wachstumscharakteristik konnte auch beobachtet 

werden, als die Klone expandiert wurden (Abb. 26B). Die Zellen des Klontyps A 

wuchsen trotz Anwesenheit von GM-CSF sehr heterogen in Flüssigkultur. Zudem 

wiesen einige Klone nach lang andauernder Kultivierung eine ähnliche Wachstums-

charakteristik auf, wie die Klone des Typs B.  
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5.2.8.2. Expression von GluR5 und GluR6 in Klonen des Typs A und B  
Die Klone des Typs A und B wurden charakterisiert. Es wurde zunächst untersucht, 

ob die Klone GluR5 und/oder GluR6 exprimierten. Die RNAs aus jeweils zehn Klo-

nen des Typs A und B wurden isoliert und die Transkription durch RT-PCR-Analysen 

untersucht (4.2.3.3.). Im Falle des GluR5 wurde ein Oligonukleotid (bp66) verwendet 

mit dem ausschließlich der carboxyterminale Bereich des endogenen GluR5 amplifi-

ziert werden konnte (vgl. Abb. 10A). Die Fragmente wurden elektrophoretisch aufge-

trennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit klonierten, GluR-spezifischen und 
32Pi markierten cDNA-Fragmenten detektiert. Die Transkription des endogenen 

GluR5 wurde in allen Klonen des Typs B nachgewiesen (Abb. 27). Sie war durch die 

Selektion der Klone ohne GM-CSF induziert worden. Alternative Spleißvarianten des 

carboxyterminalen Bereichs konnten in drei Klonen des Typs B (Nr. 8-10) nachge-

wiesen werden. Sie wurden auch in den zuvor analysierten Wachstumsfaktor-

unabhängigen TF1-Mutanten beobachtet (Daten nicht gezeigt). 

 
Abbildung 27: Transkription des GluR5 und GluR6 in Klonen des Typs A und B  
Die RNAs von jeweils zehn verschiedenen Klonen wurden isoliert und die cDNAs mit 
30 Zyklen und den Oligonukleotiden xp39/bp66 (GluR5 endogen) und xp17/xp18 
(GluR6 M1-3) amplifiziert. 
 
Daneben konnte in nahezu allen Klonen die Expression vollständig transkribierter 

GluR6-mRNAs und alternativ gespleißter Rezeptorvarianten beobachtet werden.  

Klone des Typs A wurden in Anwesenheit von GM-CSF etabliert. Trotzdem wurde 

in einigen Klonen die Transkription des GluR5 und GluR6 nachgewiesen. Im Gegen-

satz zu Klonen des Typs B wurden allerdings keine alternativ gespleißten GluR5- 

oder GluR6-mRNAs beobachtet. Folglich muss es in diesen Klonen kurz vor der 

mRNA-Isolierung zur Induktion der Apoptose gekommen sein.  

Die Selektion in Abwesenheit von GM-CSF führte in Klonen des Typs B zur   

Transkription von GluR5 und GluR6. Die Translation beider Rezeptoren sowie des 
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transduzierten ∆G5 wurde untersucht. Hierzu wurden Zellmembranextrakte (4.2.4.) 

aus pM∆G5-transfizierten GA-Zellen sowie Klonen des Typs A und B hergestellt. Die 

in diesen Extrakten enthaltenen Proteine wurden in 7,5 %-igen Polyacrylamidgelen 

(6 M Harnstoff) elektrophoretisch aufgetrennt, auf PVDF Membranen transferiert und 

mit dem aminoterminal-spezifischen GluR5/6/7-Antikörper (αG5/6/7) analysiert. In 

allen Proben wurden unterschiedliche Mengen eines ~85 kDa großen Polypeptids 

detektiert (Abb. 28). Bei dem detektierten Polypeptid handelte es sich um ektop 

exprimierten ∆G5, da seine Größe einerseits dem kalkulierten Molekulargewicht  

einer translatierten ∆G5-mRNA entsprach und es andererseits auch in transfizierten 

GA-Zellen nachgewiesen werden konnte.  

 

 
Abbildung 28: Nachweis heterodimerer Kainatrezeptor-Komplexe 
Proteinextrakte der Klone A6 (Typ A), B1 und B3 (Typ B) sowie pM∆G5-transfizierter 
GA-Zellen (GA+) wurden transferiert und mit aminoterminal-spezifischen GluR5/6/7- 
(αG5/6/7) und carboxyterminal-spezifischen GluR5- (αG5) oder GluR6- (αG6) Anti-
körpern analysiert.  
 
Daneben wurde in Klonen des Typs B ein 200-220 kDa großer Rezeptorkomplex mit 

αG5/6/7 detektiert. Hierbei handelt es sich höchstwahrscheinlich um Heterodimere 

des monomeren GluR5 (120-130 kDa, siehe Abb. 12) und des trunkierten ∆G5      

(85 kDa). In Klonen des Typs A und transfizierten GA-Zellen konnte dieser Komplex 

nicht beobachtet werden (komplette Daten nicht gezeigt). Bei dem ebenfalls nach-

gewiesenen ~110 kDa großen Polypeptid handelt es sich um monomeren GluR7 

(vgl. Abb. 18). In beiden Klontypen konnten keine monomeren Formen des GluR5 

oder GluR6 beobachtet werden. Es wurden aber weitere, vermutlich degradierte  

oder alternativ gespleißte, Rezeptorvarianten beobachtet.  
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„Westernblot“-Analysen mit dem carboxyterminal-spezifischen GluR5-Antikörper 

zeigten in Klonen des Typs B einen ähnlich großen Rezeptorkomplex wie zuvor mit 

αG5/6/7. Daneben wurden die sehr schwach exprimierte, monomere Form des 

GluR5 beobachtet. Die Detektion mit dem carboxyterminal-spezifischen GluR6-



Antikörper wies einen ebenfalls 200-220 kDa großen Rezeptorkomplex nach. Es 

konnten allerdings keine monomeren Rezeptorproteine beobachtet werden.  

 
5.2.8.3. GM-CSF Signaltransduktion nach ∆G5-Expression 
Eine Abrogation der Wachstumsfaktor-Abhängigkeit kann auch durch die konstitutive 

Aktivität GM-CSF-abhängiger Signaltransduktionskaskaden ermöglicht werden. Es 

wurde deshalb untersucht, ob die Proliferation der Zellen weiterhin durch GM-CSF 

stimulierbar war. Hierzu wurden zehn Klone beiden Typs für drei Tage ohne GM-

CSF kultiviert und. Sie wurden anschließend in Anwesenheit von [3H]Thymidin für  

12 h mit GM-CSF stimuliert oder weiter ohne GM-CSF kultiviert. Die Stimulierung 

führte zu einer signifikanten Erhöhung der Proliferation beider Klontypen. (Abb. 29).  

 

 
Abbildung 29: Proliferation von Klonen des Typs A und B  
Jeweils zehn verschiedene Klone wurden 72 h ohne GM-CSF kultiviert und an-
schließend in Anwesenheit von [3H]Thymidin für 12 h mit GM-CSF stimuliert 
(schwarz) oder weiter ohne GM-CSF kultiviert (grau). Die Ergebnisse der einzelnen 
Klone wurden für beide Klontypen gemittelt und sind in Prozent der maximalen ge-
messenen [3H]Thymidininkorporation angegeben.  
 
Wie erwartet, proliferierten Klone des Typs B auch in Abwesenheit des Wachstums-

faktors. Klone des Typs A proliferierten ebenfalls ohne GM-CSF, obwohl sie mit dem 

Wachstumsfaktor etabliert worden waren und die Proliferation parentaler TF1-Zellen 

nach drei Tagen kaum noch nachzuweisen war (vgl. Abb. 13). Es wird angenom-

men, dass in den Klonen des Typs A die Expression des GluR5 durch Wachstums-

faktorentzug induziert wurde. Die GluR5-abhängige Induktion der Apoptose konnte 

in diesen Klonen jedoch teilweise abrogiert werden, da auch diese Klone ∆G5 

exprimierten. Die Proliferation der verschiedenen Klone zeigte deutliche Unterschie-

de. Sie ist vermutlich auf ein unterschiedliches Expressionsniveau des ∆G5 in den 

Klonen zurückzuführen. 
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5.3. loxP-Expressionsplasmide 
Es wurden retrovirale Integrationen in verschiedenen Genen identifiziert, die eine 

Rolle in der Proliferation, Differenzierung und Apoptose hämatopoetischer Vorläufer-

zellen spielen könnten. Es war geplant, die Funktion verschiedener Gene in primä-

ren Knochenmarkstammzellen zu analysieren. Daher wurden Expressionsplasmide 

hergestellt, die eine effiziente Genexpression in hämatopoetischen Stamm- und Vor-

läuferzellen ermöglichen sollten.  

Die Expression eines Gens könnte zu einem veränderten Phänotyp der Zellen 

führen. Möglicherweise ist dieser Phänotyp revertierbar, wenn die Genfunktion wie-

der abgeschaltet wird. Allerdings könnte selbst eine vorübergehende Expression zu 

einer nachhaltigen Veränderung der Zelle führen. Vergleichende Analysen der Zell-

physiologie vor, während und nach einer ektopen Expression waren geplant. Sie könn-

ten Rückschlüsse auf die Funktionen exprimierter Gene und möglicherweise zusätzlich 

auftretender Mutationen für die Entwicklung leukämischer Erkrankungen erlauben.  

Transfektionen von Plasmidvektoren durch Elektroporation oder Kalziumphosphat 

verändern die Zellphysiologie. Hingegen integrieren Retroviren natürlicherweise in 

das Genom der Wirtszelle. Die zu analysierenden Gene sollten daher durch retro-

viralen Gentransfer transduziert werden. Es war geplant das Cre-loxP System des 

Bakteriophagen P1 für die vorübergehende Expression der Gene einzusetzen.     

Dieses System ermöglicht eine reversible sequenzspezifische Rekombination (Dale 

und Ow, 1991). Die Infektion erlaubt zunächst die Expression des Gens in der Zelle. 

Die Transfektion mit einem Cre-Rekombinase kodierenden Plasmid führt zur Aggre-

gation der loxP-Sequenzen. Das anschließende „crossing-over“ in der loxP-

Kernregion führt zur Exzision des exprimierten Gens und die Funktion des Gens wird 

abgeschaltet.  

 
5.3.1. Konstruktion von loxP-Expressionsplasmiden 
Es wurde ein Plasmidvektor (pSFßloxIN) und ein retroviraler Vektor (prSFßloxIN) 

konstruiert. Die Expressionsplasmide waren modular aufgebaut und wiesen neben 

einer loxP-Sequenz folgende funktionelle DNA-Abschnitte auf: 

1) Die LTR (prSFßloxIN) bzw. die U3-Region (pSFßloxIN) des F-SFFV (Friends 

„Spleen Focus-forming Virus“) ermöglicht eine effiziente Genexpression in hämato-

poetischen Stamm- und Vorläuferzellen (Eckert et al., 1996).  
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2) Restriktionsschnittstellen für SalI und NotI sind statistisch selten im Genom vor-

handen und ermöglichen die Klonierung vollständiger Genabschnitte oder cDNAs.  

3) Die interne ribosomale Einstrittssequenz (IRES) des Poliovirus erlaubt die 

Transkription bicistronischer mRNAs von einem Promoter aus.  

4) Das Neomycinresistenzgen ermöglicht eine Selektion von Säugetierzellen.  

5) Das Polyadenylierungssignal des „Bovine Growth Hormon“-Gens in pSFβloxIN 

erlaubt die Prozessierung der prä-mRNA. 

Die funktionellen DNA-Sequenzen wurden durch PCRs mit Pfu DNA-Polymerase 

amplifiziert (4.2.1.3.). Die verwendeten Oligonukleotide wurden anhand veröffentlich-

ter DNA-Sequenzen synthetisiert. Es wurden zusätzliche Restriktionsschnittstellen in 

die Oligonukleotide eingeführt, um die Klonierung der Fragmente zu ermöglichen. 

Die amplifizierten DNA-Fragment wurden subkloniert, sequenziert und sukzessiv in 

pRC1 eingeführt (Abb. 30). Für die Klonierungen wurde ein Rekombinations-

defizienter E. coli-Stamm (Epicurian-Coli, Stratgene) verwendet. 

 

 
 

Abbildung 30: Konstruktion von pSFβ1loxIN und prSFβloxIN  
A: Konstruktion von pSFßloxIN. Die funktionellen DNA-Sequenzen wurden mit den 
Oligonukleotiden lox1/Sfßpoli (SFFV-U3; Matrize pSFβCAT), lox3/4 (loxP+IRES; 
Matrize pSBC) und lox5/6 (BGHpA; Matrize pcDNA3.1.Zeo) amplifiziert. Die sub-
klonierten Fragmente wurden durch die unterstrichenen Restriktionsschnittstellen 
sukzessiv in pRC1 kloniert. Das NeoR-Fragment wurde direkt aus pMO1n mobilisiert.  
B: Konstruktion von prSFßloxIN. Der 3´Bereich des NeoR  sowie die 3´LTR des      
F-SFFV wurden mit neo3/ltr3Hind amplifiziert (Matrize pSFβ1Neo). Das Fragment 
wurde über NcoI/HindIII Verdau in den zuvor hergestellten pSFßloxIN eingeführt. 
Hierdurch wurde das BGHpA durch eine LTR ersetzt. Die R/U5-Region der 5´LTR 
wurde zusammen mit der PBS, dem Verpackungssignal und dem 5´ Bereich des 
SFFV GagPol-Fusionsgens mit den Oligonukleotiden lea5bss/lea3bss amplifiziert 
(Matrize pSFβ1∆CLNGFR). Das Fragment wurde mit BssHI/AscI verdaut. Die      
Erkennungssequenz des BssHI ist in der Restriktionsschnittstelle des AscI enthalten. 
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Daher konnte das Fragment in die AscI-Schnittstelle des pSFßloxIN kloniert werden. 
Hierdurch wurde die komplette 5´LTR des SFFV rekonstituiert (LTR=U3+R+U5).  
Abkürzungen: SFFV- „Spleen Focus-forming Virus“, IRES- interne ribosomale Eins-
trittssequenz, BGHpA- Polyadenylierungssignal des „Bovine Growth Hormon“-Gens, 
PBS- Oligonukleotid-Bindungs-Stelle, ψ- Verpackungssignal, gag- 5´ Bereich des 
SFFV GagPol-Fusionsgens 

 
In beiden Konstrukten ist nur eine loxP-Sequenz vorhanden. Da die direkte Nach-

barschaft zweier loxP-Sequenzen zu einer unerwünschten inter- oder intramolekula-

ren Rekombination führen kann, wurde die Klonierung der Gene in zwei Schritten 

durchgeführt (Abb. 31).  

 

 
 

Abbildung 31: Klonierungsstrategie der loxP-Expressionsplasmide  
Erläuterung siehe Text, Abkürzungen siehe Abb. 30. 
 

Es wurde zunächst ein weiteres Plasmid (pRC1lox) konstruiert. Hierzu wurden ange-

lagerte Oligonukleotide (oliloxa/oliloxB) mit EcoRI/SalI verdaut, isoliert und in pRC1 

kloniert. Das entstandene Plasmid wies eine loxP-Sequenz auf, die im 5´Bereich 

durch eine AscI- und im 3´Bereich durch SalI- und NotI-Schnittstellen flankiert wurde. 

Die Gene wurden zunächst über einen SalI/NotI Restriktionsverdau in pRC1lox klo-
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niert (Abb. 31A). Anschließend wurden sie zusammen mit der flankierenden 5´loxP-

Sequenz über AscI/NotI mobilisiert und in pSFßloxIN bzw. prSFßloxIN (Abb. 31B) 

kloniert. In den entstehenden Expressionsplasmiden ist das Gen von zwei loxP-

Sequenzen flankiert (Abb. 31C). 

 
5.3.2. Funktionsanalyse von loxP-Expressionsplasmiden 

Die Funktion der konstruierten Vektoren wurde überprüft. Eine trunkierte Version 

des humanen „low-affinity nerve growth factor receptor” (∆LNGFR) wurde in  

pSFßloxIN und prSFßloxIN kloniert. Die Konstrukte (pSFßloxIN∆ und prSFßloxIN∆) 

wurden in Cre-Rekombinase exprimierende E. coli elektroporiert und die Bakterien 

anschließend mit dem G418-Analog Kanamycin selektioniert. Die Plasmid-DNAs 

verschiedener Klone wurde isoliert, mit EcoRV linearisiert und elektrophoretisch auf-

getrennt. In zehn von zwölf Klonen konnte eine vollständige Exzision der ~1 kb gro-

ßen cDNA des ∆LNGFR nachgewiesen werden  (Abb. 32).  

 

 
Abbildung 32: Spezifische Rekombination in E. coli  
pSFßloxIN∆ wurde in E.coli elektroporiert und die Bakterien mit Kanamycin selektio-
niert. Die Plasmid-DNA von zwölf Klonen (2-13) wurde isoliert, mit EcoRV linearisiert 
und elektrophoretisch aufgetrennt. In Spur 1 wurde das untransfizierte Plasmid mit 
EcoRV linearisiert.  
 
Die sequenzspezifische Rekombination führte zu einer Verkürzung des linearisierten 

pSFßloxIN∆ von 6 kb auf 5 kb. In zwei Klonen (4 und 5) war die Rekombination un-

vollständig. Es traten hochmolekulare linearisierte Plasmide auf, bei denen es sich 

vermutlich um intermolekular rekombinierte DNAs handelt. Die Analyse des retro-

viralen Vektors prSFßloxIN∆ zeigte ein ähnliches Ergebnis (Daten nicht gezeigt). 
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Vorläufige Funktionsanalysen in myeloischen Vorläuferzellen und Fibroblasten  

zeigten, dass die konstruierten Expressionsplasmide eine ektope Expression erlau-

ben. Daneben konnten die Genfunktionen durch sequenzspezifische Rekombination 

abgeschaltet werden. Die loxP-Expressionsplasmide können also in hämatopoeti-

schen Stamm- und Vorläuferzellen eingesetzt werden, um die Funktion verschiede-

ner Gene in der Tumorprogression zu analysieren.  



6. Diskussion 
Ionotrope Glutamatrezeptoren sind an der neuronalen Signaltransmission, der neu-

ronalen Entwicklung und der Entstehung neuronaler Erkrankungen beteiligt. Auf-

grund ihrer pharmakologischen Charakteristika werden sie in NMDA-Rezeptoren, 

AMPA-Rezeptoren und Kainatrezeptoren eingeteilt. Die Expression von Kainat-

rezeptoren außerhalb des ZNS wurde in embryonalen Stammzellen, aber nicht in 

Stammzellen des hämatopoetischen Systems oder von diesen abgeleiteten Blut-

zellen nachgewiesen. Es wurde jedoch gezeigt, dass murines Knochenmark und 

humane Megakaryozyten funktionelle NMDA-Rezeptoren exprimieren (Genever et 

al., 1999). Die Blockierung der Rezeptorfunktionen beeinträchtigt die Differenzierung 

der Megakaryozyten. Die Autoren nehmen an, dass heteromere Rezeptorkomplexe, 

wie auch in neuronalen Zellen, für die Funktionen der Rezeptoren verantwortlich 

sind. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Expression verschiedener Kainatrezeptoren in 

Knochenmarkstammzellen, hämatopoetischen Vorläuferzellen, etablierten leukämi-

schen und AML-Zellen beschrieben. Da neuronale Vorläuferzellen Kainatrezeptoren 

exprimieren (Gallo et al., 1995), untermauern die hier dargestellten Ergebnisse die 

Plastizität von Stamm- und Vorläuferzellen unterschiedlicher Gewebe (Bjornson et 

al., 1999; Priller et al., 2001; Terskikh et al., 2001). Dies wird insbesondere durch 

Sequenzanalysen bestätigt, die zeigten, dass Kainatrezeptoren in hämatopoetischen 

Zellen exprimiert werden, die auch in neuronalen Zellen nachgewiesen wurden. Es 

ist daher anzunehmen, dass die in dieser Arbeit vorgestellten Befunde funktionelle 

Parallelen in der Entwicklung und der Erkrankung dieser Zellsysteme aufzeigen.  

 
6.1. Expression und Funktion von Kainatrezeptoren in normalen Blutzellen 
In ruhenden Knochenmarkstammzellen wird nur der KA2-Rezeptor exprimiert. Die-

ser Rezeptor bindet Kainat mit hoher Affinität, aber seine alleinige Expression in  

heterologen Expressionssystemen erlaubt keinen Ionentransport (Dingledine et al.,  

1999). Allerdings bindet der carboxyterminale Bereich des KA2-Rezeptors in neuro-

nalen Zellen SAP90 (Garcia et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass die Assoziation 

ionotroper Glutamatrezeptoren mit verschiedenen SAP die Interaktion der Rezepto-

ren mit Signalmolekülen ermöglicht, die auch durch SAP gebunden werden (Sheng 

und Pak, 2000). Beispielsweise ist die Proteinkinase Lyn in primären Nervenzellen 
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physikalisch mit AMPA-Rezeptoren assoziiert (Hayashi et al., 1999). Sie wird durch 

Inkubation der Zellen mit dem Rezeptoragonisten AMPA Kalzium-unabhängig akti-

viert. Diese Befunde lassen vermuten, dass der KA2-Rezeptor in hämatopoetischen 

Stammzellen eine ähnliche Funktion übernehmen könnte. Insbesondere könnte die-

ses Protein aufgrund seiner Interaktionen mit SAP in der Lage sein Signaltransdukti-

onskaskaden und direkt oder indirekt die Funktion von Glutamat-Transportern zu 

beeinflussen, die z.B. in Makrophagen exprimiert werden (Rimaniol et al., 2000). 

Dies würde die Regulation der extra- und intrazellulären Glutamatkonzentration   

wesentlich beeinflussen.  

Knochenmarkstammzellen exprimieren nach einer kurzzeitigen ex vivo Kultivie-

rung in Gegenwart von Wachstumsfaktoren KA2, GluR5, GluR6 und GluR7. Neben 

den NMDA-Rezeptoren spielen vermutlich auch diese Kainatrezeptor-Untereinheiten 

eine Rolle im Rahmen des zellulären Wachstums, der Differenzierung und des indu-

zierten Zelltods. Da menschliche Knochenmarkstammzellen aus ethischen Gründen 

nur sehr bedingt für molekulargenetische und molekularbiologische Untersuchungen 

zur Verfügung stehen, wurden für weiterführende Funktionsstudien etablierte, häma-

topoetische Vorläuferzellen verwendet. Die durchgeführten Analysen zeigten, dass 

GM-CSF-abhängige, humane TF1- aber auch IL-3-abhängige, murine FDCP1-Zellen 

die Untereinheiten KA2 und GluR7 exprimieren. Untersuchungen der Kurzzeit-

Proliferation wiesen nach, dass diese Zellen für ihr Wachstum Glutamat benötigen 

und dass Glutamat mit nahezu identischer Wirkung durch Kainat ersetzt werden 

kann. Diese Ergebnisse zeigen, dass GM-CSF und Glutamat durch ihre jeweiligen 

Rezeptoren synergistisch wirken. Diese Annahme wurde durch die Inkubation der 

Zellen mit dem Kainatrezeptor-spezifischen Antagonisten DNQX bestätigt, da dieser 

das Zellwachstum blockiert, was zum Tod der Zellen führt. Folglich ist die Aktivität 

beider Rezeptoren für die Proliferation hämatopoetischer Stamm- und Vorläuferzel-

len essentiell.  
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Analysen mit heterologen Expressionssystemen zeigten, dass der KA2-Rezeptor 

zwar Kainat und Glutamat bindet, aber alleine keine Ionentransportfunktion hat. Der 

Einstrom von Kalzium bzw. Natrium in die Zelle ist nur in heteromerer Konfiguration 

mit GluR5, GluR6 und GluR7 möglich (Dingledine et al., 1999). Unter Berücksichti-

gung dieser Befunde bilden sich vermutlich heteromere KA2/GluR7- und/oder     

homomere GluR7-Komplexe (Schiffer et al., 1997) in TF1- und FDCP1-Zellen, die 



durch Glutamat aktiviert werden und den Einstrom von Ionen erlauben. Es kann an-

genommen werden, dass die funktionellen Rezeptorkomplexe für die Ionen-

Homöostase verantwortlich sind.  
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In kontinuierlich wachsenden TF1- und FDCP1-Zellen wurde eine KA2- und 

GluR7-, aber keine GluR5- oder GluR6-Expression gefunden. Der Entzug des 

Wachstumsfaktors führte in TF1-Zellen zur Expression des GluR5 und des GluR6. In 

FDCP1-Zellen wurde unter diesen Bedingungen die Expression des GluR5 beobach-

tet. Ungeachtet dieses Expressionsunterschiedes induzierte der Wachstumsfaktor-

entzug in beiden Zellinien die Apoptose. Der induzierte Zelltod konnte durch DNQX 

blockiert werden. Dieses Ergebnis wurde durch unterschiedliche Techniken bestätigt 

und zeigt, dass die Expression des GluR5 für die Apoptose verantwortlich ist. Diese 

Annahme konnte durch Expressionsanalysen mit Hek 293-Zellen untermauert wer-

den. Diese Untersuchungen wiesen nach, dass die ektope Expression des GluR5, 

nicht aber die des GluR6, zur Induktion der Apoptose führt. Da die Expression des 

GluR6 nur in proliferierenden, aber nicht in ruhenden Knochenmarkstammzellen ge-

funden wurde, ist anzunehmen, dass die ex vivo Kultivierung nicht nur zum Zell-

wachstum und zur Apoptose, sondern auch zur Differenzierung der Zellen führt.  

Wesentlich für die Differenzierung scheint die Expression des GluR6 zu sein. Für 

diese Hypothese spricht, dass TF1-Zellen potentiell differenzierungsfähig sind 

(Chrétien et al., 1996). Im Gegensatz hierzu sind FDCP1-Zellen in ihrer Differenzie-

rung blockiert (Dexter et al., 1980). Da Wachstumsfaktorentzug in FDCP1-Zellen, 

anders als in primären Knochenmarkstammzellen und in TF1-Zellen, zu einem sehr 

schnellen Zelltod führt, ist zu vermuten, dass das langsamere Eintreten des TF1-

Zelltod, auf die GluR6-Expression zurückzuführen ist. Es ist anzunehmen, dass in 

diesen Zellen, wie auch in hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen, Differen-

zierungssignale aktiviert werden. Erreicht eine solche Zelle jedoch keine weitere  

Differenzierungsstufe, da ihr hierfür die notwendigen Signale fehlen, so führt die ein-

geleitete Differenzierung zu einer verzögerten Apoptose. Ob die Differenzierung oder 

die Apoptose induziert wird, hängt von den Ionenimportfunktionen des GluR5 und 

GluR6 ab. Diese Funktionen werden insbesondere von der Kombination der Unter-

einheiten in den nativen Rezeptorkomplexen bestimmt (Dingledine et al., 1999).   

Expressionsanalysen zeigten, dass heteromere KA2/GluR5- und KA2/GluR6-

Komplexe einen höheren Einstrom von Ionen erlauben als homomere GluR5- und 



GluR6-Komplexe (Lerma et al., 2001). Darüber hinaus haben GluR7-Varianten, die 

alternativ gespleißte carboxyterminale Bereiche aufweisen, unterschiedliche Ionen-

importfunktionen (Schiffer et al., 1997). Ob diese unterschiedlichen Eigenschaften 

auf eine direkte Beeinflussung der Kanalfunktionen zurückzuführen sind, ist nicht 

klar. Auch in hämatopoetischen Zellen wurde die Expression von Rezeptorvarianten 

mit alternativ gespleißten, bisher unveröffentlichten, carboxyterminalen Bereichen 

nachgewiesen (KA2a, GluR6a, GluR7a). Es ist daher anzunehmen, dass diese mye-

loischen Rezeptorvarianten mit zellspezifischen Signalmolekülen kommunizieren, die 

für die Regulation der Ionenimportfunktion zuständig sind. Die Kultivierung primärer 

Vorläuferzellen neuronaler Mikroglia (Oligodendrozyten) mit Kainat führt zu einer 

Kalzium-abhängigen Aktivierung der MAPK und zur Phosphorylierung des CREB 

(Pende et al., 1997). In Anlehnung an diese Befunde sollte die Aktivierung von    

Kainatrezeptoren auch in kontinuierlich wachsenden, hämatopoetischen Zellen zur 

einer regulierten, zellspezifischen Aktivierung Kalzium-abhängiger, Wachstums-

unterstützender Signaltransduktionskaskaden führen.   

Die selektive Aktivierung von Kainatrezeptoren erhöht die zytoplasmatische Kalzi-

umkonzentration in neuronalen Gliazellen und induziert Apoptose (Alberdi et al., 

2002). In Neuronen des Hippocampus führt die Inkubation mit Glutamat zu einer 

Kalzium-abhängigen Aktivierung des Calcineurin (Wang et al., 1999). Calcineurin ist 

in der Lage Bad zu dephosphorylieren. Dies ermöglicht die Translokation des Bad 

zur Mitochondrienmembran, die Heterodimerisierung von Bad und Bcl2 und die   

Induktion der Apoptose. Die Bildung homo- oder heteromerer GluR5-Komplexe in 

TF1- und FDCP1-Zellen könnte zu einem Anstieg der zytoplasmatischen Kalzium-

konzentration und zur Induktion der Apoptose geführt haben.  

 
6.2. Abrogation der GluR5-abhängigen Apoptose  
Die Assoziation nativer Rezeptorkomplexe wird einerseits von der Oligomerisie-

rungsdomäne im N-terminalen Bereich der Untereinheiten bedingt (Ektodomän-

abhängig; Kuusinen et al., 1999; Leuschner und Hoch, 1999). Andererseits wird 

auch eine Region benötigt, die M1-M3 und M4 sowie den carboxyterminalen Bereich 

der S2-Domäne umfasst (Ayalon und Bach, 2001). Die Ektodomän-abhängige     

Oligomerisierung ermöglicht zunächst die Bildung dimerer Rezeptorkomplexe. Die 
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zweite Domäne ist für die anschließende Assoziation der Dimere in native tetramere 

Rezeptorkomplexe verantwortlich (Ayalon und Bach, 2001).  

Trotz Expression des GluR5 proliferieren Wachstumsfaktor-unabhängige TF1-

Zellmutanten. Die Sequenzanalysen des GluR5 aus der Zellmutante 29A wiesen u.a. 

eine Deletion des Exons 13 nach. Die Deletion führt zu einer Verschiebung des   

offenen Leserahmens, zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation und zur       

Expression einer trunkierten Rezeptorvariante (∆G5). Eine grundsätzlich ähnliche 

Spleißvariante wurde im Falle des GluR6 gefunden (∆G6). Die Transfektion beider 

Spleißvarianten führte zu einer stabilen Expression von ∆G5 und ∆G6 in Hek 293. In 

Zellen, die mit ∆G5 und GluR5 oder aber mit ∆G6 und GluR5 transfiziert wurden, 

konnte die Kolokalisation beider Spleißvarianten mit GluR5 nachgewiesen werden. 

Hochmolekulare Proteinkomplexe wurden nach Transduktion des ∆G5 in Wachs-

tumsfaktor-unabhängigen TF1-Mutanten beobachtet. Es ist anzunehmen, dass diese 

hochmolekularen Komplexe dimere ∆G5/GluR5-Komplexe bzw. ∆G6/GluR5-

Komplexe darstellen. Angenommen wird auch, dass beide Spleißvarianten aufgrund 

der N-terminalen Oligomerisierungsdomäne mit GluR5 heterodimerisieren können. 

In den Spleißvarianten ist jedoch keine S2-Domäne vorhanden. Damit fehlt den trun-

kierten Proteinen die zweite Oligomerisierungsdomäne. Die beobachteten Hetero-

dimere können, wenn überhaupt, nur sehr eingeschränkt native Rezeptorkomplexe 

ausbilden.  

Die Transduktion des ∆G5 in TF1-Zellen ermöglichte die Selektion von Klonen in 

Abwesenheit von GM-CSF. In der Spleißvariante ist keine M2-Domäne vorhanden. 

Die M2-Domänen der oligomerisierten Untereinheiten bilden die Kanalpore nativer 

Rezeptorkomplexe (Sutcliffe et al., 1996). Selbst wenn es zu einer Assoziation der 

Dimere kommt, würde dies nur zur Bildung von tetrameren Rezeptorkomplexen füh-

ren, die keinen Ionenimport erlauben.  

Die Ektodomän-abhängige Oligomerisierung der Spleißvarianten mit GluR5 ver-

hinderte die Ausbildung funktioneller nativer Rezeptorkomplexe. Hierdurch wurde die 

GluR5-abhängige Apoptose in kotransfizierten Hek 293-Zellen und Wachstumsfak-

tor-unabhängigen Klonen des Typs B abrogiert. In den Klonen des Typs B wurden 

nur sehr geringe Mengen eines monomeren GluR5-spezifischen Proteins beobach-

tet. Es wird angenommen, dass GluR5 in diesen Zellen nahezu vollständig mit dem 
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sehr hoch exprimierten ∆G5-Protein assoziierte. In kotransfizierten Hek 293-Zellen 

reichte die äquimolare Menge des ektop exprimierten ∆G5 aus, um die Funktion des 

GluR5 vollständig zu blockieren. In den Mutanten, die nach der Kultivierung von 

TF1-Zellen mit Virus-produzierenden Fibroblasten selektioniert wurden, betrug der 

Anteil trunkierter GluR5-Varianten jedoch nur rund 30 %. Es ist nicht klar, ob diese 

Transkriptmengen ausreichen, um die Funktion des GluR5 vollständig zu blockieren. 

In den Mutanten wurden aber auch alternativ gespleißte GluR6-Varianten beobach-

tet. Die ektope Expression des ∆G6 in kotransfizierten Hek 293-Zellen führte eben-

falls zur Abrogation der GluR5-abhängigen Apoptose. Angenommen werden kann 

daher, dass auch die GluR6-Spleißvarianten die Ausbildung nativer GluR5-

Komplexe blockieren, was die Etablierung der Wachstumsfaktor-unabhängigen Mut-

anten unterstützt haben könnte. 

Wachstumsfaktor-unabhängige TF1-Mutanten waren durch Kultivierung mit Virus-

produzierenden Fibroblasten etabliert worden (Stocking et al., 1993). In dieser Arbeit 

war eine Frequenz der spontanen Wachstumsfaktor-Unabhängigkeit von 5-6 x 10-8 

beobachtet worden. Im Gegensatz dazu entwickelten sich durch Überstandsinfektion 

mit M5neo keine Wachstumsfaktor-unabhängigen Klone. TF1-Zellen sind jedoch in 

der Lage ohne GM-CSF zu proliferieren, wenn sie mit MS-5 Stromazellen kultiviert 

werden. Nach Kultivierung der TF1-Zellen mit MS-5 Stromazellen wurden Wachs-

tumsfaktor-unabhängige Mutanten mit einer Frequenz von 1,25 x 10-5 selektioniert. 

Die Frequenz ist um den Faktor 4000-5000 höher als oben beschrieben. Schließlich 

wurde auch in MS-5-kokultivierten TF1-Zellen die Expression von GluR5 und GluR6 

sowie alternativ gespleißter Varianten nachgewiesen. Hingegen konnten in TF1-

Zellen keine Spleißvarianten nach Wachstumsfaktorentzug beobachtet werden.  

Es ist anzunehmen, dass die Kultivierung von TF1-Zellen ohne GM-CSF, wie 

schon oben diskutiert, Differenzierungssignale aktivierte. Die Interaktion der TF1-

Zellen mit Stromazellen oder Fibroblasten könnte alternative Wachstums-

unterstützende Signaltransduktionskaskaden aktiviert haben. Die Stimulierung sol-

cher Kaskaden könnte durch Integrine, membrangebundene und/oder sezernierte 

Wachstumsfaktoren der Stromazellen und Fibroblasten erfolgt sein. Im Anschluss 

wurden alternativ gespleißte GluR5- und GluR6-mRNAs gebildet. Die Expression der 

Varianten führte schließlich zur Abrogation der Wachstumsfaktor-Unabhängigkeit in 
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den kokultivierten Zellen. Der Unterschied in der Klonierungseffizienz zeigt, dass 

hämatopoetische Stromazellen die Etablierung Wachstumsfaktor-unabhängiger   

Klone deutlich besser unterstützten als Fibroblasten. Die Wachstumsfaktor-

Unabhängigkeit wurde noch effizienter abrogiert, wenn ∆G5 in TF1-Zellen transdu-

ziert wurde. Die Zahl der Klone war um den Faktor 10 höher, als im Falle der Selek-

tion nach Kultivierung mit Stromazellen.  

 
6.3. Alternatives Spleißen 
Das alternative Spleißen interner Exone des GluR5 und GluR6 führte in Wachstums-

faktor-unabhängigen TF1-Mutanten zur Blockierung der apoptotischen Funktion des 

GluR5. Das alternative Spleißen spielt auch eine Rolle bei der Entstehung der amy-

otrophen Lateralsklerose (ALS). Patienten, die an der sporadischen Form der ALS 

leiden, weisen eine reduzierte Expression des Glutamattransporters EAAT2 um 30-

95 % auf (Rothstein et al., 1992, 1995; Shaw et al., 1994). Es kommt zu einem An-

stieg der extrazellulären Glutamatkonzentration und zur einer exzitotoxischen Neu-

rodegeneration von Motorneuronen. Lin et al. (1998) konnten zeigen, dass in 65 % 

der untersuchten Patienten EAAT2-Spleißvarianten auftraten, wobei 70 % der ge-

samten EAAT2-mRNA alternativ gespleißt ist. Expressionsanalysen in vitro wiesen 

nach, dass die Varianten keinen Glutamattransport ermöglichen und dass ihre     

Expression zu einer reduzierten Menge des EAAT2-Proteins führt. Das alternative 

Spleißen ist auch hier für einen dominant-negativen Effekt und die Abrogation einer 

essentiellen Genfunktion verantwortlich. 

Das alternative Spleißen wird u.a. durch regulatorische Regionen der prä-mRNA 

(u.a. „exonic splice enhancer“, ESE) und ihre Interaktion mit Faktoren des Spleißap-

parats (u.a. SR-Proteinen), die auch zellspezifisch sein können, reguliert (Blencowe, 

2000; Smith und Valcárcel, 2000). Die Expression alternativ gespleißter Isoformen 

ionotroper Glutamatrezeptoren ist abhängig von dem Zelltyp, Differenzierungsgrad 

der Zelle und ontogenetischen Entwicklungsstadium (Dingeldine et al., 1999). Daher 

müssen u.a. extrazelluläre Signale in die Regulation des alternativen Spleißens in-

volviert sein. Komatsu et al. (1999) wiesen die Existenz spezifische SR-Proteine 

nach, die eine Funktion für die Regulation des alternativen Spleißen von AMPA-

Rezeptoren haben. Eine modifizierte Expression von SR-Proteinen kann zur Gene-

rierung alternativer Spleißprodukte führen. In malignen Tumoren können Spleißvari-
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anten des Adhesionsmolekül CD44 nachgewiesen werden (Cooper und Mattox, 

1997). Die Proteinmengen verschiedener SR-Spleißfaktoren verändert sich während 

der Tumorprogression (Stickeler et al., 1999). Sie korrelieren mit der Expression ei-

ner CD44-Spleißvariante, die eine Funktion in der Metastase von Tumorzellen haben 

könnte. Kontinuierlich wachsende B-Zell Lymphomazellen exprimieren gleiche Men-

gen einer normalen und einer alternativ gespleißten Variante des Spleißfaktors 

SRp20 (Jumaa et al., 1997). Die Kultivierung der Zellen in Abwesenheit von Serum 

führt zu einer erhöhten Expression der Spleißvariante, während die Proteinmenge 

der normalen Variante abnimmt. Vermutlich haben diese alternativ gespleißten Vari-

anten unterschiedliche Funktionen in der Regulation des Spleißvorgangs.  

Möglicherweise kann die Regulation des alternativen Spleißens auch in TF1-

Zellen auf extrazelluläre Signale zurückgeführt werden. Die Interaktion mit Stroma-

zellen könnte zur Aktivierung verschiedener Signaltransduktionskaskaden führen, 

die Funktionen von SR-Proteinen oder den Zugang zu bestimmten Regulationsse-

quenzen der mRNA beeinflussen. Auch der Wachstumsfaktorentzug selbst könnte, 

ähnlich wie die Kultivierung ohne Serum, zu einer veränderten Expression verschie-

dener Spleißfaktoren führen. Allerdings müssen hier zusätzliche Signale eine Rolle 

für das alternative Spleißen des GluR5 und GluR6 spielen, da TF1-Zellen in Abwe-

senheit von GM-CSF keine Spleißvarianten zeigen. In den Mutanten, die nach Ko-

kultivierung mit Virus-produzierenden Fibroblasten etabliert worden waren, wurden 

neben alternativ gespleißten auch vollständige GluR5-mRNA exprimiert. Möglicher-

weise hat eine basale Aktivität des GluR5 selbst einen Einfluss auf die Regulation 

des Spleißvorgangs.  

 
6.4. Tumorprogression 
Mehrere aufeinander folgende genetische Veränderungen sind für die Progression 

leukämischer Erkrankungen verantwortlich (Hanahan und Weinberg, 2000). Primäre 

Knochenmarkzellen können ex vivo nur kurzfristig kultiviert werden. Ein internes Pro-

gramm limitiert ihre Teilungshäufigkeit (Morrison et al., 1997). Genetische Veränderun-

gen in einzelnen Zellklonen erlauben es Wachstumsfaktor-abhängige Zellinien, wie 

der erythroleukämischen TF1, zu selektionieren. Solche Zellinien haben ein unbe-

grenztes Zellteilungspotential, welches eine Eigenschaft von Tumorzellen ist (Hana-

han und Weinberg, 2000). In Anwesenheit von GM-CSF entwickeln TF1-Zellen    
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Tumore in Mäusen (Thacker und Hodge, 1994). Ein sehr viel schnelleres Tumor-

wachstum wurde mit autonom wachsenden Zellklonen gefunden (Hu et al., 1998). 

Die Expression alternativ gespleißter Rezeptorvarianten stellt eine epigenetische 

Veränderung dar, die mit hoher Frequenz auftritt und die Abrogation der Wachs-

tumsfaktor-Abhängigkeit ermöglicht. Dies ist ein weiterer Schritt in der Tumor-

progression (Hanahan und Weinberg, 2000) und kann zur Entwicklung aggressiver 

Verlaufsformen der AML führen (Loewenberg et al., 1993). 

In den Klonen des Typs A war der retrovirale Vektor integriert und ∆G5 wurde 

exprimiert. Trotzdem zeigten die Klone und TF1-Zellen eine sehr ähnliche Wachs-

tumscharakteristik. Entsprechend wurde in den Klonen keine Expression des GluR5 

oder des GluR6 nachgewiesen. Im Gegensatz zu TF1-Zellen starben diese Klone 

nicht, wenn sie in Abwesenheit des Wachstumsfaktors kultiviert wurden. Es kam zur 

Abrogation der GluR5-abhängigen Apoptose, da in ihnen die Spleißvariante ektop 

exprimiert wird.  
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Die etablierten Wachstumsfaktor-unabhängigen leukämischen Zellinien K562 und 

HL60 entwickeln Tumore in Mäusen (Cesano et al., 1992). Die Expression des 

GluR5 und GluR6 wurde in ihnen und in primären leukämischen Zellen verschiede-

ner AML-Patienten untersucht. In K562 und Zellen zweier AML-Patienten wurde die 

Expression des GluR5 und alternativ gespleißter GluR5-mRNAs nachgewiesen. 

Vermutlich kann die Generierung der Spleißvarianten und die Abrogation der GluR5-

abhängigen Apoptose eine Rolle in der Entstehung leukämischer Erkrankungen 

spielen. Daneben wurde jedoch auch die Transkription des GluR5, aber keiner 

Spleißvarianten, in Zellen zweier weiterer Patienten beobachtet. Es muss ange-

nommen werden, dass die GluR5-abhängige Apoptose hier durch andere Mecha-

nismen abrogiert werden konnte. Schließlich wurde in HL60 und den Zellen eines 

Patienten keine GluR5-Expression gefunden. Jedoch konnte die Transkription des 

GluR5 durch Kultivierung, in Anwesenheit von Zytokinen, und anschließendem 

Wachstumsfaktorentzug in den Zellen des Patienten induziert werden. Daneben wur-

de GluR6-mRNA nur in den Zellen eines Patienten nachgewiesen, in denen auch 

GluR5 und GluR5-Spleißvarianten gefunden wurden. Das unterschiedliche Expres-

sionsmuster des GluR5 und GluR6 in den leukämischen Zellen lässt vermuten, dass 

Mutationen in unterschiedlichen Differenzierungsstadien auftraten und zur Progres-

sion, möglicherweise unterschiedlich aggressiver Verlaufsformen, der AML führten. 



6.5. Retrovirale Integrationen und Funktionen der identifizierten Gene 
Ausgangspunkt der oben beschriebenen Untersuchungen war die Identifikation von 

Genen mit proviralen Integrationen. Eine dieser retroviralen Integrationen war im 

Genlokus GRIK1 (GluR5) erfolgt. Eine weitere wurde im Gen des Inositol-1,4,5-

trisphosphat-Rezeptors Typ 3 (InsP3R3) gefunden. Es ist bekannt, dass die Kultivie-

rung unreifer T-Lymphozyten mit dem Glucocorticosteroid Dexamethason zu einer 

erhöhten Expression des InsP3R3 und zur Induktion der Apoptose führt (Khan et al., 

1996). Es war auch gezeigt worden, dass die ektope Expression einer komplementä-

ren InsP3R3-mRNA die Apoptose in einer leukämischen T-Zellinie abrogiert. Ange-

nommen werden kann, dass die Aktivität beider Rezeptoren die zytoplasmatische 

Kalziumkonzentration reguliert und eine Rolle für die Regulation der Proliferation, 

Differenzierung und Apoptose hämatopoetischer Zellen spielt.  

Weitere Analysen 3´proviral-flankierender Regionen hatten gezeigt, dass retrovi-

rale Integrationen in den Genloci NOS3 (endotheliale Stickstoffmonooxid-

Synthetase, eNOS), CCDN2 (Cyclin D2), TBK1 („TANK-binding kinase“ 1), E2F1 

(E2F1-Transkriptionsfaktor und VTG1 („virus tagged gene“ 1) erfolgt waren. Bekannt 

ist auch hier, dass die Expression dieser Gene oder aber die Aktivität der Gen-

produkte durch die zytoplasmatische Kalziumkonzentration beeinflusst wird. 

Beispielsweise ist die Funktion von Stickstoffmonooxid-Synthetasen von Calmodulin 

(Bredt, 1999) abhängig. Darüber hinaus führt der Anstieg der zytoplasmatischen 

Kalziumkonzentration zu einer erhöhten Aktivität der konstitutiv exprimierten eNOS 

(Heales et al., 1999). Die ebenfalls konstitutiv exprimierte nNOS, ein neuronales  

Isoenzym von eNOS, wird in neuronalen Zellen durch die Aktivierung eines AMPA-

Rezeptors stimuliert (Yun et al., 1998). Ob die Aktivität dieses Enzyms von Kainat-

rezeptoren modifiziert wird, ist bislang unklar. Es ist jedoch bekannt, dass hohe in-

trazelluläre NO-Konzentrationen einen negativen Einfluss auf die Atmungskette in 

den Mitochondrien haben (Heales et al., 1999). Eine solche Beeinflussung führt zu 

einem Energiedefizit der Zelle und zur Induktion der Apoptose.  
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Cyclin D2 und E2F1 spielen eine zentrale Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus. 

Die Aktivität beider Proteine ist für den G1/S-Phase-Übergang essentiell. Transkripti-

onsfaktoren wie c-Fos, c-Jun und c-Myc sind in der Lage die Expression von Cyclin 

D2, E2F1 und anderen Zellzyklus-regulierenden Proteinen zu induzieren. Die Aktivi-

tät des Cyclin D2 wird durch seine Interaktion mit dem inhibitorischen Protein Kip1 



(p27) kontrolliert. Das „Tumor-Suppressor“-Gen Rb (Retinoblastoma-Protein) bindet 

E2F1 und blockiert die E2F1-abhängige Genexpression. Die Aktivität des Cyclin D2 

in der G1-Phase erlaubt die Phosphorylierung des Rb. Dadurch wird die Interaktion 

mit E2F1 aufgehoben. Die Genexpression verschiedener Gene, deren Funktionen 

für die DNA-Synthese und Replikation in der S-Phase benötigt wird, kann durch 

E2F1 induziert werden. Die Expression des E2F1 ist erhöht, wenn Wachstumsfaktor-

abhängige 32D.3-Zellen in Abwesenheit von IL-3 kultiviert werden (Eischen et al., 

2001). Die ektope Expression des E2F1 in diesen murinen myeloischen Zellen inhi-

biert die Expression des Bcl2 und induziert die Apoptose.  

TBK1 aktiviert den Transkriptionsfaktor NF-κB (Pomerantz und Baltimore, 1999). 

NF-κB ist im Zytoplasma durch Bindung eines inhibitorischen Proteins (IκB) inakti-

viert. Die Stimulierung von Zellen, u.a. durch TNFα („Tumor necrosis factor α“), führt 

zur Phosphorilierung des Inhibitors durch TBK1, ermöglicht die Translokation des 

NF-κB in den Nukleus und aktiviert die Expression unterschiedlicher Gene (Ghosh et 

al., 1998). Die Funktion des NF-κB kann sowohl antiapoptotisch, als auch Apoptose-

unterstützend sein (Foo und Nolan, 1999). Die Translokation des NF-κB wird in Rat-

tengehirnen durch Antagonisten der NMDA-, AMPA-Rezeptoren und VGCC blockiert 

(Shen et al., 2002). Folglich könnte auch die Aktivität der TBK1 von der zytoplasma-

tischen Kalziumkonzentration abhängig sein. 

In der Tumorzellinie Saos-2 (epitheliale Knochengewebszellen) wird kein endo-

genes p53 exprimiert. Ryan et al. (2000) etablierten Zellinien, in denen die Expressi-

on des p53 induziert werden kann. Die induzierte Apoptose wird abrogiert, wenn das 

Gen des NF-κB ausgeschaltet oder seine Funktion durch die ektope Expression des 

IκB blockiert wird. Die Aktivität des NF-κB ist essentiell für die Induktion der Apopto-

se durch p53. Trotzdem p53 in Saos-2-Zellen nicht exprimiert wird, führt die Stimulie-

rung der Zellen mit TNFα zur Induktion der Apoptose (Phillips et al., 1999). In die-

sem alternativen apoptotischen Signalweg blockiert die erhöhte Expression des 

E2F1 eine antiapoptotische Funktion des NF-κB.  

Die Expression komplementärer p53-mRNA in TF1-Zellen abrogiert die Induktion 

der Apoptose nach Wachstumsfaktorentzug (Zhu et al., 1994). TRAIL (Apo2L), ein 

Mitglied der TNF-Familie, hat eine apoptotische Funktion in hämatopoetischen 

Stamm- und Vorläuferzellen (Zamai et al., 2000). Die Induktion der Apoptose ist al-
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lerdings stark abhängig vom Differenzierungsgrad der Zellen. Anzunehmen ist, dass 

auch in hämatopoetischen Zellen die Apoptose abhängig oder unabhängig von p53 

induziert wird. Es wird weiter angenommen, dass E2F1 und TBK1, da es NF-κB ak-

tiviert, eine Apoptose-unterstützende Funktion in TF1 haben könnten. 

Neben GluR5 und InsP3R3 spielen höchstwahrscheinlich auch alle anderen iden-

tifizierten Gene eine Rolle für die Regulation der Proliferation, der Differenzierung 

und der Apoptose in hämatopoetischen Zellen. Allerdings kann nicht davon ausge-

gangen werden, dass die retroviralen Integrationen in einem direkten kausalen Zu-

sammenhang mit der Abrogation der Wachstumsfaktor-Abhängigkeit stehen. Der 

Grund für diese Annahme ist u.a., dass sowohl eine veränderte Expression des 

GluR5, als auch des Cyclin D2 und des VTG1 unabhängig von einer retroviralen In-

tegration in allen untersuchten Mutanten beobachtet wurde. Deshalb ist anzuneh-

men, dass die Etablierung der Mutanten durch Wachstumsfaktorentzug zur Induktion 

der Expression von Genen führte und die retrovirale Integration präferentiell in sol-

che Gene erfolgt war. Trotz der für diese Interpretation fehlenden molekularbiologi-

schen Beweise, zeigen diese Integrationen Gene auf, die zu einem Signaltransdukti-

onsweg gehören. Dieser Signaltransduktionsweg wird durch Wachstumsfaktorentzug 

induziert, führt zu einer veränderten Expression zweier Kalziumkanäle, zu einer 

möglichen Modifikation der identifizierten Genfunktionen durch Kalzium und zu ei-

nem Selektionsvorteil der Mutanten. Es kommt schließlich zur Abrogation der 

Wachstumsfaktor-Abhängigkeit und zur Progression leukämischer Erkrankungen. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde exemplarisch die Funktion des GluR5 

für die Progression leukämischer Erkrankungen untersucht. Die Abrogation der 

GluR5-abhängigen Apoptose in der prototypische AML-Zellinie stellt einen Mutati-

onsschritt in der Tumorentwicklung dar. Genetische oder epigenetische Veränderun-

gen (Baylin, 1997), die zu einer modifizierten Expression der identifizierten Gene 

führen, erlauben die weitere Entwicklung. Sie konnten in der vorliegenden Arbeit 

nicht näher untersucht werden. Die beschriebenen loxP-Expressionsplasmide er-

möglichen eine detailliertere Funktionsanalyse der identifizierten Gene, auch in pri-

mären, hämatopoetischen Knochenmarkstammzellen. Die reversible Expression 

verschiedener Gene sollte es ermöglichen, die Abfolge verschiedener Mutationser-

eignisse und die komplexe Entwicklung leukämischer Erkrankungen zu untersuchen. 
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8. Häufig verwendete Abkürzungen und Anglizismen 
 
APS   Ammoniumpersulfat 
bp    Basenpaar 
BrdUTP Bromodeoxyuridin (5-Bromo-2´-Deoxyuridin-5´-triphosphat) 
BSA   Bovines Serumalbumin 
bzw.   beziehungsweise 
cAMP  zyklisches Adenosin-3´,5´-Monophosphat 
cDNA  komplementäre DNA  
dATP  2´- Desoxyadenosin-5´-Triphosphat 
dCTP  2´- Desoxycytosin-5´-Triphosphat  
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DNQX  6,7-Dinitroquinoxalin-2,3-dion 
dNTP  2´- Desoxynukleotid-5´-Triphosphate 
FACS  „Fluorescence activated cell sorting” 
FITC  Fluoresceinthiocyanat 
FKS   Fötales Kälberserum 
G418  Geneticin 
GluR  Glutamatrezeptor 
GM-CSF  Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor 
h    Stunde 
InsP3R3 Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptor Typ 3  
LTR „long terminal repeat” (endständige, retrovirale Wiederholungssequenz) 
kb  Kilobasen 
min  Minute 
mRNA  „messenger“ (Boten-) Ribonukleinsäure  
Na2EDTA Ethylendiamin Tetraessigsäure Natriumsalz 
OD   optische Dichte 
PBS   „Phosphat buffered saline“ (Phosphat-gepufferte Salzlösung) 
PCR   „Polymerase chain reaction“ (Polymerase-Ketten-Reaktion) 
pfu    „plaque forming units“ 
RT   Raumtemperatur 
RT-PCR  „revers transcripted“ PCR 
SDS   Dodecylsulfat Natriumsalz 
TEMED  N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamin 
Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  
TUNEL  „Terminal Deoxynucleotidyl Transferase mediated dUTP nick end label-

ing“ 
u.a.   unter anderem 
ü.N.   über Nacht 
Upm  Umdrehungen pro Minute 
vgl  vergleiche 
z.B.  zum Beispiel 
z.T.  zum Teil 
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9. Anhang 
Verwendete Oligonukleotide: 
GluR5-spezifisch: 

BP43:  5’-GCATTCTCTACCGGAAGC-3’ 
BP44:  5’-GGGGTTGAGGAAGGAGAA-3’ 
BP59:  5’-AGCGCGCAGCGTGCTTG-3’ 
BP60:  5’-GTGATGGGCTAGCGACAG-3’ 
BP64:  5’-CTTTTTCTTCCTACAGGCGTTTTCCTT-3’ 
BP66:  5’-GTCACTTCCCAAGTCATATCTATGTGA-3’ 
BP85:  5’-GATGCCTCCAATATTTTCCACTC –3’ 
XP39:  5’-GGAGAAAGTCATTGACTTCTCCA-3’ 
XP58:  5’-CCACATTAACCTATGACATCCAG-3’ 
XP80:  5’-CATGGACCACTTCTCAATGATGG-3’ 

GluR6-spezifisch: 

DP103: 5’-GGATTGGATATTCTCAAGGAACC-3’ 
XP12:  5’-CAGATATCAGGGGAGAGAGGATTCA-3’ 
XP13:  5’-ATGAAGATTATTTTCCCGATTCTAAGTAA-3’ 
XP14:  5’-TTATGCCATGGTTTCTTTACCTGG-3’ 
XP17:  5’-ATGGGAAATATGGAGCCCAGGATG-3’ 
XP18:  5’-CCCATGGGAGTGCCAACGCCATA-3’ 
XP19:  5‘-CCAGAAGAGGAAAGCAAAGAGGC-3‘  
XP36:  5’-GACGACAGTTTGTGCTTGGGTGA-3’ 
XP44:  5’-CAGCATCAGTCGTCATAAATCCATC-3’ 

GluR7-spezifisch: 

DP24:  5’-CTCCAGGCCATCCTCTTTCAG-3’ 
DP51:  5’-CCTAGGGGAACACAGGGGC-3’ 
XP28:  5’-GCTTGCGGACGGATTTTGATCTGGA-3’ 
XP47:  5’-CACGCTCGGTGGCGCCCAAC-3’ 
XP51:  5’-AGCCCAATGGCACCAACCCC-3’ 
XP52:  5’-AAGATGCCCCCGATCTTCTGGA-3’ 
XP56:  5’-CATATCATGAAGGAGAAGTGGTGG-3’ 

KA2-spezifisch: 

DP64:  5’-GAAGGCAGCCAGGTTGGCCGT-3’ 
XP9:    5’-GGTCACTCGTGCTCCGCCAGCTC-3’ 
XP21:  5’-CGCGGCAGCTGCGTCCCCATG-3’ 
XP22:  5’-GTGTCAGCGGAGTCTGGTGGGC-3’ 
XP23:  5’-TCCATGACCGCCACGAAGACAGC-3’ 
XP24:  5’-AAGGTTTGGGCATGGAGAACATTGG-3’ 
XP48:  5’-GGCACCTCCATGCGCTGCAC-3’ 
XP53:  5’-GAGGGCTTCTGCGTGGACATG-3’ 

Oligonukleotide, loxP-Expressionsplasmide: 

lea5bss: 5’-ACTCGGCGCGCAAGTCCTCCGAT-3’ 
lea3asc: 5’-ATTGGCGCGCCGGCGCCTAGAGAAGGAGTGAG-3’ 
lox1:  5’-CCGGAATTCTGCAGTAACGCCATTTTG-3’ 
lox3:  5’-GAACGCGGCCGCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT 
   CAGCTCTGGGGTTGTACCC-3’ 
lox4:  5’-GCTCTAGACCAATTCGCTTTATGATAACAATCTGTG-3’ 
lox5:  5’-CGGGATCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTG-3’ 
lox6:  5’-CCCAAGCTTCCCCAGCATGCCTGCTATTG-3’  
ltr3Hind: 5’-CGCAAGCTTAGAATGAAAGACCCCCGAGG-3’ 
neo3:  5’-GGCGAGGATCTCGTCGTG-3’ 
Sfβpoli: 5’-GAGGTCGACGGCGCGCCGAGTGAGGGGTTG-3’ 
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Oliloxa: 5’-GAGAGAATTCGGCGCGCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACCG-3’ 



Oliloxb: 5’-CTCGTCGACATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGG-3’ 

Weitere Oligonukleotide: 

1211:  5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’, Sequenzierprimer (NEB) 
1233:  5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3’, Sequenzierprimer (NEB) 
AUAPx: 5’-AGGCCACGCGTCGACTAGTAC-3’, RT-RACE 
APx:  5’-AGGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’,RACE-PCR 
BP9:  5’-ACCCTCTTGCAGTTGCATCCG-3’, LTR-spezifisch 
BP27:  5’-TCTCAGTATTCTGACCACAG-3’, vtg1-spezifisch 
BP28:  5’-TGCCAAGGGGTGGAAAAC-3’, vtg1-spezifisch 
BP51:  5’-GACATGTTAAAAGTAGAGTTAC-3’, vtg1-spezifisch 
CS21:  5’-CGCTGCGCTGGTCGTCGACA-3’, Aktin-spezifisch, 5’Bereich  
CS37:  5’-GTCACGCACGATTTCCCGCT-3’, Aktin-spezifisch, 3’Bereich 
DP96:  5’-TTCGGCCCAACTGGCATCCT-3’, Cyclin D2-spezifisch 

Nukleotidsequenzen der 3´proviral-flankierenden Regionen 

1) vtg1, p623, Mutante 10/1, Teilsequenz des λ-Klons 
1   TAGCTTATCA GGTCCCAGGT TACTTTTTAA ATCTCAAGCT AATCAGAACT ATGCTGGTGC  
61  CAAATTTAGT GAGCCGCCAT CACCAAGTGT TCTTCCCAAA CCACCAAGCC ACTGGGTCCC  
121 TGTTTCCTTT AATCCTTCAG ATAAGGAAAT AATGACATTT CAACTTAAAA CCTTACTTAA  
181 AGTACAGGTA TAAAATAAGA CAAATGTTTA AATTTAGTTA TGTTCACGGG TAGTTGTCAA  
241 TTGGTCTGAA ACAAATTTGC TAGGGAATCT ATTTGTGTAG AACTAATTAA TGTAAAAAAA  
301 ATAGACCATC TCGTGTTGTG TGCACTGTGA TATNATGGTA GTATCAGNGC NACTTAAACT 
361 AATGATTGTC TTGGATATC 

2) vtg4, p413, Mutante 10/1 

a) LTR-flankierende Sequenz 
1   GGTAAAATGA GGTTATTACA GTGAAATTCT AGTTCTACAA AAGTAAAGTG ACTGGTAGAC 
61  AACAAATAAA TCATGTTTAT CACCTTATAT TTAATTTTTA TGGTTTTTGT ATGGCACCTT 
121 AATAATAAAA AGGACTGTGG TAGAAGACTG AGGCATTATT ATCCATCAAA GCTGTCCACT 
181 TAGACAATGT TACTCAAGGT CCTGCTGACT TATTGAAATT AGAAAAATCA CTTTTGTAAT 
241 TTTAAAAACA AAACCTCCAA TTTAATGGAA AAATCTGTTT TCAATCACCT CTTTTAAAGG 
301 AATATATTTT GCTCTGCTCA ATTTAAAAAA ATCGTTATTC ATGGGATGAA GGGATAGAAG 
361 AAATGGACTG AGAACTGTAG AACTCTTGGC ACATGACTCC ATCCAAACCT CTGAGTTACT 
421 AAGAGACAAA CTTTAGCATG CCTTCTAGCA GTGTCAGATC ATGTCCCTAG GAGAACCCCA 
481 GCTCCCCCAT GAAAATGCCT GCCTGAGAAA GCTCAATGCT ACCAGGAGAA TTTACTATTT 
541 GTTCTAGCCA ACACCTGATG ATAGGCTCCT GACCTCCCTT TCTCAGGGCG TTTATTAAGG 
601 GCTTACCATT ATGAATCCTT CCTTCTTCTC TTTAA 

b) NcoI-flankierende Sequenz 
1   CCATGGAGCT GCCTGCCTGC AAAGGAGCCC CAGCCCCAGG TCAGACTCAT CCGAAGGACA 
61  GCCATTTCCG GGAGCCTCAG AAAATACCGA AACAGGCGCT CTACCTTTGG GATATACCTG 
121 GCCCAGTGGA TTTGGCTCTG ACTGTAACAT CAGAATCCCT TCTCACCCCA CCCAGACTAA 
181 GAGAATCCAC ATGTCTGGAA AGGCTCAGGT AAGGGTATTT TTGAAGCTCC CTGGTGGCTT 
241 TTTATGGACG GTGGATGGAA ACCCAGTAAA TGCACTGAGA ATCCAGAGAA ATGAACACCC 
301 ACCTAAAGCA CTGAAACACA TGATCAGAGC AATGTGCATG GTCTAGTGAA CTGTCAACAC 
361 TCAAAGGGAC CTCGAAAGAC AAACACCCCA ATCTCCTCCT CATCTTGAAA GCCCAAGCAC 
421 AGAAGGGCAA AATGCCACCG GCCTCCTCCG TGAAGGGTGC CCCTCAAGCC AGGCTGCCTC 
481 TCTCACACAG CAAGAAGACA CTGACTCCCT GCTGAGGTCA GAGCACTGGC GTACCCACAC 
541 CTGTGTCATC AAATGAGGGA AGCTATTACT AGACCTTTCC TCCCTATACA ACCCACAACA 
601 TTCCACAACG TGTTGTGCAG TTTAGCAAGA GAGACGAGGG TCTGCTTTAC CTTTTCCTGC 
661 ACCAGCGACA TCACAAGTTC ACTGGAGGCA AAGTAAAGTC TTACGCTACC TTNATGTCTC 
721 CAACTCTCAT AGAGCTNATC TGATAGAANA GTNAAGTGAT GACA 
 
3) CCND2, p438, Mutante 15/3 (Fehse, 1996) 

a) LTR-flankierende Sequenz 
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1   GCTTTTTTCT AAAATCACCC CCTCCCTAAT ATTAACANTT AGGGGACCNT TTTCTATATT  



61  GNCTGAGGAC ACCCCATCTT CAGGTAGTCT ACCCTACANT CCTGGTTCTT AACNACAAGG  
121 GNAGGGGGTN CAGGC 

b) NcoI-flankierende Sequenz 
1   CCATGGCCAG CCCGGCGGCC CCTCTCCCTC CTGCTTTCCC CGGCCTGGAA AAGGGTTTTT 
61  CTGTTTTTGT TTTTTGGAAG GGGAGGGGAG AGCGTTCCCC TGACCTCCTT CCTTTGGCTA 
121 AATAGGGGGT TTTCGGGGGA GAGGTGAGGG CAGAGAGAGA AGGTGGAGCA GAAGGGAGGC 
181 GAGGATTGGG TGGTGGGCGA GCAGAGCCTC GGGGCTGCCT CACTCGCACC GGTCCTCCCC 
241 TTAAAACTGG TCTCGCTCTC CCCTGCTCGC TCTTCTCCGN TCTGAANCGG TGAAGCAANC 
301 TGGCTGNGGC ANTTAGCTCT CCTCCCNCTN NCCGNGTTCT CCCGCTCTGG NTCCTCCTAC 

4) TBK1, p481, Mutante 19/1 

a) LTR-flankierende Sequenz 
1   ACTTAAGATA TTTATATTGA ACTGNTTATA CACTTCATGT CAGTAACAGA TAATGGGTGA 
61  TCTTACTTGA GACTAAAAAC AGCTAACATT TGTTTCTTAG CTGTGTTACT CCCTTAAAAC 
121 ATAGTTGCAA ATTTTTTTTT TCTCTTAGTA TAACAAGAGG ATTGCCTGAT CCAGCCAAGA 
181 TGCAGAGCAC TTCTAATCAT CTGTGGCTTT TATCTGATAT TTTAGGCCAA GGAGCTACTG 
241 CAAATGTCTT TCGTGGAAGA CATAAGGTTA GTACAGAGAA AACTTTGAAG ACCTTTTATC 
301 ACTGTATGTA TTTTGTTCTA AGATGCATGT TGACACTAAA GTGTGTGACT TGGTGATTTT 
361 GATCCCTTTG TCTGAAGAAA TTGTTTTAAT GATTTTTGTG GTCATTTAAG GCATAGCTGT 
421 GTCAGGCAGT GAACATATCT ACCCAGTGGT GGCACAGGTT AAGTGTTAGT GAGTGGAGGA 
481 AAACAGATTG GTTGAAAATG GACTGGGAAA GATTAGTGTT GTGCCTTTTG ATGCTTTCCC 
541 CAGCCCANCT CCCTAATGGT TGAGTGATTT CC 

b) NcoI-flankierende Sequenz 
1   CCATGGTAAT CACACACATA TACACACACC CACACTCATA CTTTAGTAAC GAAAAGCAAT 
61  TTAATAAAAA ACAGATTAAG TAGGTAATAT ACTTTGAATA ACAAGTAATA AATGTAAGAA 
121 TTTGGTCATT CTAAGAAATA ATATAAAAGG GCTAATATCA TGGTAAAAAT CCTTTAAATA 
181 GTTAAAGGGA AGCAGGATTT TTTGTAGGAT ATAGTCCTAA ACAGTTGCAA CTGCCATCAT 
241 TAAGAACAAA TATGGTTTCT CAAAGCACAT CCCTAGGAAA ACTGTTGGGG ACTAAATACT 
301 AGACTGGGCC TTGGCAATCT TTTTCGTGTG TGTATGTGTG TGTGTGTGTG TGTGTGTGTG 
361 TGTGTGTTTA GTAGAGACAG GGTTTTGCCA TGTTGCCCAG GCTGGTCTCA AAACTCCTGG 
421 GCACAAGCAA CCTACCTGCC TTGGCCTCCG AAAGTGCTGG GATTACAGGC GTGAGCCACC 
481 GACTTCACAA TCTTTTAATT AATTCTTATA CTTCTGAAAT TCTCATTTTA GATTTCCACA 
541 CTATAATGGG TAAAGNCATA TTTGTTTCCT TTGGAGAACT TTAGGTTGTC TTGGGGTAGN 
601 CTAATCAGNC CTCATTCATT CACTTATTCT TTCATTCNCA AACATTT 

5) AL135778, p419, Mutante 25 

a) LTR-flankierende Sequenz 
1   TTGATCAAAG GTTCAGCCTT TGGGGACAAT GGCCAAGGGC ATGTGAGCCG GGGCACAGGA 
61  TGGATTACCC CAGTTGAGCT TTCATCCCGC CCCAAACAGA AGCGAGCCCC GCCCGGCCGG 
121 GATCCGAGCG CCTTCCGCGG TCCTTTTGGG ACTTNCCTCT GCAACCTCCC CTAGTGCCGT 
181 GGATACCTCT AAACATACTC ATGCCAAGTT TTCAAAGTTC CCAGCCGTTG 

b) NcoI-flankierende Sequenz 
1   CCATGGCCGG GGATCCATGG CTGGCTCCAC AGATTCTGTC AGGTCTCTGC TCAAGTGCTG 
61  CTGTCAGGAG GTGATGCCTT ACCTGACCAT CCACACACTC CCTAGCCCCC TCCCCTGTTT 
121 GAATTTTCTC CGCAGCACTT ACCACCCTAC TATATATGTG TTAGTTTCCC ATTGTTGTCA 
181 AAACAAAATA TCACACATTT AGTGGCTTAA AACAACACAA GTTCATTGTC TCAGGGTCCC 
241 ACAGATTGGA AGACCAGTAG GCTAGGCTCC CTTCTTCGTT CTGGGTCTCA CCAGGCTGAC 
301 ATCAAGATGT CACCTGCCCT GGCTCTTATC TGGAGGCTCT AAGTAAGAAT CTGCTTCTAG 
361 GCTTATTCAG GTTGTTGAAA GAATTCAGAA TTAAGACGGG GGTTGCTATT TTCTTGCTGG 
421 CTTCCAGAGG TTGCCTGTAT TCCCTGGCCT GTGGCCTCTT CCCCTTCAAA ACCAGGGGCA 
481 AAAATCATGA GGGCCAACAT CCTGCCTACC ACAGTATACA TTCCTAGTTA TTTTGTTACT 
541 ATCCATTTCC CCATCTAGAA TCTATGTGGA CAGGGATTTC TGTTTGGTAT CCCAAAACCT 
601 AGACCACTGC CTGGCACATA GGCATGGAAA GATGTGTTGA ATGAATGAAT GAAGACTGGG 
661 TAATTAGCCT TCTCTT 
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6) GRIK1, p417, Mutante 29A (Fehse, 1996)  

a) LTR-flankierende Sequenz 
1   CTACTAAAAC TGAAGATGTT AAATGAAAAA TATTTAGGCA GGCTTGAAAT AGTCCCATAA  
61  AAGTGCAGAG AGTTCCNATA AACAAGATAT ATGTGAATGT GCATGATTAG NAAAATAGAG  
121 TACT 

b) NcoI-flankierende Sequenz 
1   CCATGGNTTA TGTCTATGGC ACTGTAGGGA GCTGACGGTC AGCTGGGATG CCCGGTGCGA 
61  GGCAATGGCC ACCATGTACA CAGCATCGTA CATCAGAGCC GCTTCAGT CT GTGGAGGAAA 
121 ACACACACCG CATCTTAANT TCCACTTNGG NTTACCTNTA CTCGNATAAT CACTCTCCCT  
181 GCTTCCATAG CTCTTATCTG TCTGATCTCA AAGGCCATTT ACTCTTCAGC TAGGTAGTNC 
241 TCACTCTCCA ATAGCTATTN TTCTCCAA 

c) GluR5-Exon 
1   CCATGGNTTA TGTCTATGGC ACTGTAGGGA GCTGACGGTC AGCTGGGATG CCCGGTGCGA  
61  GGCAATGGCC ACCATGTACA CAGCATCGTA CATCAGAGCC GCTTCAGT 

7) AC010418, p422, Mutante 38/5 

a) LTR-flankierende Sequenz 
1   CAAGGTCTCT CTGCTCTTCT CCTGTCCTTC TCTCCTGAAG CAGGCCCTAA AACACTTATC 
61  CGACCTTCCT CTGAAGTAGG TTATAAAATC TTCATGTGAG AGAAGAACCT ATAACCAGAG 
121 AAAAAGGAAT ATATCTCCGA GGATACTAAG AAGTATCTGA ACAAACAGGT TTTGCTAAGT 
181 TCCCCTCATT TATTACCATT AGATTGCAGC CCCTTCACCC AATCATACTT CTGCACAACT 
241 GCCCACACTT CATCAAACTT AGCATAAAAA TATATAGGGT TTCCTGTTTC TTTCAGCCTT 
301 CATTTCTGAA GATGCAAAGC TTATGTTAAA TAAATTTGTA TGTCCCCTTT TGTCAATCTG 
361 TCATTTGTTA TGGAAGTGTC AGCCATGAAT CTTGTGAAGG GTAAGAAAAA TCTATTACTT 
421 TTACTTACCT ACAGAAGTAA TTGTTGAATC TATAAAGAAG AGGCAAGAAT GAGCTTCACT 
481 GAGATGTGAG AATCAGGCAC TAAAGTGGAA ATATTAAACA AAAACTTCCA ATTTAAATAA 
541 GCTTATTTGT GACTTAAGAA AAGATAACCC CTAGCTTAAC AAACAGGGCT GTGAACGGTC 
601 TTCAGAATGA GAGTGATTCG AATATGATTA TATTGTGAAG AATAAATTGA ATAAAAATAA 
661 GAGGAAACAA TTAAACTAAC ATAAAAATGG GTTTGCCATG TAGAGCAATT ANGTGATAT 

b) NcoI-flankierende Sequenz 
1   CCATGGCATG TATTCATTTC CAGTTGAACG CTAGTAACTC GATAAAAGGT TCATCCAGAA 
61  TTTGCCTTAT TCGCTATTTT TAGTTCCTTG CATAATACCT AACACAAAAT GATAGTATCT 
121 GAGACAAAAT GATGGCATCT GATGCAAAAT GTATAGATTC ATAATGTATA CATATATGTG 
181 TATATGTATG CATGGGCATA CAAATGTATA TACATTATAT ACAATTAATA CTATTGAAAA 
241 ATAATGAAGG AAGAAATTGC AAAAATAATT GTGATTTGTA GATCATGAAA GGATTCATCA 
301 AACATTTTTT AAATATATAA TTTATTCTGA GGGAAAATGG AAATTAATAT CAACTTCCTA 
361 TAAGCTTTTT CTTAAAGTTT TCAGCTCCTT CAGAACCACC CCCCTTCCTT TCTATCCATC 
421 CATATTAATA AGCCTCTTAG ACTTGATGTC ATCCATACTT TATATGCTTA TCACCCACAC 
481 TTCTATGAAA ACTTTGTAAG CCACACCATT TAATTAACTT TCATAACCTT AGTGCCTAGC 
541 AAAGAGCCTG GAATGTAATA ACATCTCATA ATGATGTTGA TGACTAGAAT TTAATCTATT 
601 GTAAAACATT TGGAGGGAAA NTATATCATA TATGCTATAT ATG 

8) AL359513, p421, Mutante 38/5 

a) LTR-flankierende Sequenz 
1   ACATGATAAA TACATCAGGT AATAGGTACC CCCAAATAAC CCTGACTTGA TCATTACACA 
61  TTTTATGCAT GTGTATTAAT AAAAATAGCC CCTGTACCCC ATAAATATGT AAGATATTA      
121 GTATCAATAA AAAGTACTCA GGGCTGGGCA CGGTAGCTCA CACCTGTAAT CCCAGCACT      
181 TGGGAGGCTG AGGCGGGCAG AATACCTGAG GTCAGGAGTT CGAGACCAGT CTGGCCAACA 
241 TGGTGAAACC CTATCTCTAC TAAAAATACA AAAAAATTAT CTGGGTTTGG TGGTGTGTGC 
301 CTGTAATCCC AGCTACTCAG GAGGTTGAGG CAGGGGAATT GCTTAAACCA GGAAGGT 

b) NcoI-flankierende Sequenz 
1   CCATGGATGG TTATTGCAGC ACTATTCACA ACAGTCAACA TCATTTGCAA CAACATGGAT 
61  AGAACTGGAA GACATTGTTT AGTGAAGTAA CACAGAAAGA AAATATCACA TGTTCTCACT 
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121 CATTATGTGG GAGTTAAAAA AATTGATTTC ATGCAGATAG AGAGTAGAAA AATGGTCACT 
181 AGAGGGTGGG AAGAGGAGTG GGGAAGGAGG GATAAAGAGA GGTTGGTTTA ATGGGTACAA 
241 AAACACAATT AGAAGGAATA AGAGGCCAGA TGCAGTGGCC CATGCCTGTA ATCCCAGCAC 
301 TTTGGGAGGC CAAGGGGGGT GGATCACCTG AAGGCAGGAG TTCAAGACCA GCCTGGCCAA 
361 CATGGAGAAA CCCCGTCTCT ACTAAAAATA CAAAAATTAT CCAGGCGTGG TAGCCG 

9) NOS3, p424, TF1-Mutante 39/1(Fehse, 1996)   

a) LTR-flankierende Sequenz 
1   ATATGTTTTG CTGATATTTA CATTCATATG TACAGTAATA GTTGATTTAT TTTAATGGCT  
61  ATATATTATT CCATTGTTAG AATACACCAG GATTTATTTT TACTTATTTT TTTT 

b) NcoI-flankierende Sequenz 
1   CCATGGATCA TGGGGGATTT GCTGCCCACA CTCCTAGGCG GCCTCTTAGA CATCCGTTGG  
61  TGCCTAACCC AAGCATCAGT TTGGCAGAGG CCGAGTCCCT CCTCTGTACT GGATACCAAG 
121 TCACTTCCAT AGGGATGGGG AGACACCTGG CCCAGGGAGG AGATGAGAAG CAGCCCGGAT  
161 GGTGCTACAT ATGTCAGAGA GCAGGGCAGG AAGGGATCAG TGTGGCTGCC AATGGTCAGG 
241 AGGG 

10.) ITPR3, p426, Mutante 42/5 (Fehse, 1996) 

a) LTR-flankierende Sequenz 
1    TTATCACTGC ACGACAGGCC CAGGGATACC ACACGTGTTC TTCGGGGCGC ATGGGTTTGC 
61  TGTGGGATTT TTCCTGACAC CCAGAACTGT GAGGAGGCCC CTCTGCAGCA GCGGCTTCCG 
121 TGCATCCCAG AG 

b) NcoI-flankierende Sequenz 
1   CCATGGGCTA CGCAACGGTG GTGGCGTGGG CGACATTCTC CGCAAGCCCT CCAAAGATGT  
61  GAGCACTCCT GCCCACTCCC AAACCTGTGG GGCCCAAGCA CTGTCCAGAT CAGCAACTGT  
121 GGAGAGTCCT GTCCTTGGCC TCGCGTCAGA TATTCAGGGT TGAACCCCCT CCCCCGAACT  
181 TGTATCCACT TTTCCCTGCT TTCCACACCT GGCCAATTCC ATGATATTAC TGCTTAGCTG  
241 CCCCCTCACC CTCCCATTCC ACAAGGAAAG ACTTTGGCAA CCAAAC 

c) InsP3R3-Exon (7437-7494) 
1   CCATGGGCTA CGCAACGGTG GTGGCGTGGG CGACATTCTC CGCAAGCCCT CCAAAGATGT 

11) E2F1, p427, Mutante 44/4 

a) LTR-flankierende Sequenz 
1   ATTATTGCTC CATTTTATGA TGAGGAAATT TGAGGCCAAA AGGGCCTGAG TTTACCAAGT 
61  AGATGAAAAG GTTATTTTTC AGGCTTGGTG AGGCTGAGGT TGGGGGTTTT CCAAAGTCCT 
121 GCCCGCCCCA GAGTATTCAA GTACACATCC AGGTAGAAGT AGGCGCCCTC CGTCCCACAA 
181 TCCTTCAGGT CCTGCTGAAG CAGAAAGGAG TGAAGACCAG CATTCCTAGC ATGAAACTGA 
241 GGAAGAGATA AGGGCCTTCT GTACCTATTA ATACCTACTT GAAAGCAGAA AAGCCTGATA 
301 GATGAGGCCC CTTGGCCCTA AGCCTGGCAG CTCCTGATAA GGCTGTTCTC AATGTCAACA 
361 GTTTTCAAAA AACAGTTTCC AAAAAATCCA CAGTCACTGG GCAGCCACTT CCATTGATGA 
421 TCTCCTTTCA ACCCCATAAT CCCGTAAGTA AGCTTGTTTA TCCACATGGT GCAGGAAGGA 
481 AGAGGCTCAG AGAGGGGCAT TCATAGCTCA AGGTCACACA GCAGAACTGA GATGAGAACT 
541 TCACTTGTCC CACTGCAAAA CCCAGGACCT GCCCTTGCCA CCCTCTGTAA ATACCCCAAA 
601 AGCCAGGCTC AGGGCTGTCA AGATTATAAA GTGTAGTTTC TAAAGGGTA 

b) NcoI-flankierende Sequenz 
1   CCATGGGTGA GGCTTGGAGA GATGGGAGGT CCCCAGAGCG TGCACTCAGA GAGTGACCAG 
61  CTGGGGGGAG ACTTGAGAAT CGACTGAGAC CTATGCAGTT ACCTTGGACC TCAGACCCTC 
121 TGGCCTGAAC CCACGGAACA TATGGGCCAA CTGATGGTGA AGGACTTGGC CAAGGCCACA 
181 CAGCCAGGCT GCTGGCTGGC ACCAAACCCC CTGTCTGCTG TTTGATTACA AATATCTGCC 
241 TTTTTTTTTT TTTTTTTGAG ATGGAGTCTC ACTCTGTCAC CCAGGCTGGA GTGCAATGGC 
301 TTGATCTTGG CTCACTACAA CCTCCACCTC CCCGGTTCAA GTGATTCTCC TGCCTCAGCC 
361 TCCCAAGTTG CTGGGATTAC AGTCGCCTGC CACCACACCC AGCTAATTTT TGTATTTTTA 
421 ATAGAGATGG GGTTTCACCA TGTTGGTCAG GCTGCTCTCG AACTCCTGAC CTCAGGTGAT 
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481 CCACCCACCT CGGCTTCCCA AAGTGCTGGA ATTACAGGCG TGAGCCACCG 
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