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A B S T R A C T
F u n c t 1 o n a l ly r e a r r a n g e d I m m u n o g l o b u l i n h e a v y - c h a i n ( Y o b ) and-

I 1 g h t - c h a 1 n (A, a n d <) g e n e s w e r e I n t r o d u c e d I n t o m o u s e
L t k ~ c e l l s by c o - t r a n s f o r m a t i o n w i t h t h e H e r p e s v i r u s t k g e n e .
C l o n e d c e l l l i n e s w e r e s e l e c t e d 1n H A T m e d i u m a n d t e s t e d f o r t h e
p r e s e n c e of t r a n s f e c t e d I m m u n o g l o b u l i n g e n e s e q u e n c e s by S o u t h e r n
b l o t t i n g a n a l y s i s . It w a s f o u n d t h a t t h e r?h 9 e n e w as a c c u r a t e l y
t r a n s c r i b e d a t a l o w l e v e l 1n t r a n s f e c t e d m o u s e L c e l l s a n d c y t o -
p l a s m i c t2b h e a v y - c h a i n p r o t e i n w a s d e t e c t e d by I m m u n o p r e c i p 1 t a -
t i o n o f c e l l e x t r a c t s . L 1 g h t - c h a 1 n g e n e s , o n t h e o t h e r h a n d ,
w e r e n o t a c c u r a t e l y t r a n s c r i b e d . I n s t e a d , x, o r K R N A s p e c i e s
w e r e d e t e c t e d w h i c h w e r e a p p r o x i m a t e l y 2 0 0 t o 3 0 0 b a s e s l o n g e r
t h a n t h e a u t h e n t i c m R N A s . T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e
e x p r e s s i o n of r e a r r a n g e d h e a v y - c h a i n a n d l i g h t - c h a i n g e n e s a r e
c o n t r o l l e d d i f f e r e n t l y a n d t h a t t h e s e d i f f e r e n c e s c a n b e s e e n 1n
t r a n s f e c t e d , n o n - l y m p h o 1 d c e l l s .

I N T R O D U C T I O N

I r a m u n o g l o b u l 1 n g e n e s r e q u i r e o n e o r m o r e s o m a t i c

r e c o m b i n a t i o n e v e n t s f o r t h e c r e a t i o n of a c o m p l e t e , a c t i v e

t r a n s c r i p t i o n u n i t ( 1 ) . F o r l i g h t c h a i n s , a v a r i a b l e (VJ g e n e

s e g m e n t r e c o m b i n e s v i a a j o i n i n g (JJ s e g m e n t t o t h e 5 ' - f l a n k 1 n g

s e q u e n c e o f t h e c o n s t a n t ( £ ) r e g i o n p r o d u c i n g a f u n c t i o n a l V J - C

g e n e . H e a v y - c h a i n g e n e r e a r r a n g e m e n t I n v o l v e s m u l t i p l e s t e p s :

t h e j o i n i n g o f a d i v e r s i t y (JD) s e g m e n t t o a J s e g m e n t p r i o r t o

V D J - C j o i n i n g ; a n d s w i t c h - r e c o m b 1 n a t 1 on w h i c h r e s u l t s 1n t h e

e x p r e s s i o n of t h e s a m e V D J s e q u e n c e s w i t h d i f f e r e n t s u b c l a s s e s o f

h e a v y - c h a i n c o n s t a n t g e n e s .

W h i l e t h e s t r u c t u r e o f t h e D N A s e q u e n c e s f o r b o t h

I 1 g h t - c h a 1 n a n d h e a v y - c h a i n g e n e s h a s b e e n a n a l y z e d 1n d e t a i l ,

b e f o r e a n d a f t e r r e c o m b i n a t i o n , l i t t l e 1s k n o w n a b o u t h o w s u c h

r e a r r a n g e m e n t s l e a d t o t h e a c t i v a t i o n o f t r a n s c r i p t i o n . S t u d i e s

w i t h I 1 g h t - c h a 1 n g e n e s h a v e s h o w n t h a t u n r e a r r a n g e d V̂  g e n e
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segments are not transcribed 1n lymphoid cells ( 2 ) , although they

have been shown to have active transcript1onal promoters when

assayed _1_n_ v11ro or in Xenopus oocytes ( 3 ) . Thus 1t appears that

the joining of sequences from the £ region of I1ght-cha1n (and

presumably h e a v y - c h a i n ) genes, activates the otherwise silent V̂

gene p r o m o t e r s .

One method of testing whether rearrangement of

Immunoglobul1n genes alone 1s sufficient for their expression 1s

to Introduce a cloned light-chain or heavy-chain gene from an

antibody-secreting myeloma Into a non-lympho1d cell type. We

have stably transformed mouse L cells with functionally

rearranged genes coding for Aj or K light c h a i n s , or Y2b n e a v y

chains 1n order to test whether these genes can be expressed 1n a

non-lyrapho1d c e l l . Results Indicate that there 1s a marked

difference 1n the expression of 11 ght-cha1n and heavy-chain genes

1 n these eel 1s.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid C o n s t r u c t i o n s . Plasmids ppTL and ppLrgjjVC, containing

the Herpes virus thymidine kinase (tk) and rearranged ?2b

heavy-chain genes respectively, were constructed as follows. A

parental plasmid, p p L , was first constructed by 1Igating a 2.4 kb

BamHI-EcoRI fragment of plasmid pBRd [a derivative of pBR322 not

containing the so called "poison" sequences (4)] to a 2.3 kb

BamHI-EcoRI fragment of plasraid pMLVTK ( 5 ) . This latter fragment

contains the 3 1 terminal end of an Integrated Moloney leukemia

virus Including the 3 1 long terminal repeat (LTR) sequence and

0.7 kb of flanking rat sequences ( 5 ) .

Plasraids ppTL and ppL Y 2 bVC were then constructed by

Inserting the 3.4 kb BaraHI (tk gene) fragment or the 9 kb Bgl II

( ^2ti 9 e n e ) fragment from phage clone Ml41-p21 Into the BaraHI site

of plasmid ppL (see Figure 1 ) . Plasmids p p L x 1 V C and ppLicVC were

constructed by Inserting the 7.4 kb EcoRI fragment from phage

clone Ig303 ( X 1 ) and a 5.6 kb EcoRI fragment from phage clone

IgLPC-1 (K) Into the EcoRI site of plasmid ppL (see Figure 6 ) .

Plasmid P P Y 2 D
V C (derivative of p p L Y 2 b V C n o t containing the LTR)

was constructed by first removing the 1.2 kb Kpn I from plasmid

ppL (see Figure 1) and then Inserting the 9 kb Bgl II fragment
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(^20 g e n e ) I n t o t h e B a m H I s i t e . T h e o r i e n t a t i o n o f t h e Y o b g e n e

w a s t h e s a m e a s 1n p l a s m i d p p L ^ ^ V C .

C e l l C u l t u r e a n d T r a n s f o r m a t i o n . M o u s e L t k " a p r t " c e l l s ( 6 ) ,

o b t a i n e d f r o m R . A x e l , w e r e g r o w n 1n O u l b e c c o ' s m o d i f i e d E a g l e ' s

m e d i u m c o n t a i n i n g 1 0 % f e t a l c a l f s e r u m . C o - t r a n s f o r m a t i o n o f t h e

Yoj, h e a v y - c h a i n g e n e a n d t h e H e r p e s v i r u s t k g e n e w a s c a r r i e d o u t

a s d e s c r i b e d ( 6 ) u s i n g 5 ug o f p p L T 2 b V C p l a s m i d O N A a n d 5 0 n g o f

p p T L p l a s m i d D N A p e r ml o f c a l c i u m p h o s p h a t e p r e c i p i t a t e .

C o l o n i e s s u r v i v i n g 1n H A T m e d i u m ( h y p o x a n t h i n e , 1 5 p g / m l ;

a m i n o p t e M n , 0 . 2 u g / m l ; a n d t h y m i d i n e , 5 y g / m l ) w e r e I s o l a t e d a n d

g r o w n 1n m a s s c u l t u r e f o r a n a l y s i s o f D N A a n d R N A .

A n a l y s i s o f D N A a n d R N A . H i g h m o l e c u l a r w e i g h t c e l l u l a r D N A w a s

p r e p a r e d a n d a n a l y z e d b y S o u t h e r n b l o t t i n g a s d e s c r i b e d ( 7 ) .

T o t a l c e l l u l a r R N A w a s p r e p a r e d b y t h e g u a n 1 d 1 n 1 u m

1 s o t h i o c y a n a t e - C s C l m e t h o d ( 8 ) a n d e n r i c h e d f o r m R N A b y o l i g o

( d T ) - c e l 1 u l o s e c h r o m a t o g r a p h y ( 9 ) . A n a l y s i s o f R N A b y N o r t h e r n

b l o t t i n g w a s c a r r i e d o u t b y e l e c t r o p h o r e s i s on d e n a t u r i n g

f o r m a l d e h y d e - a g a r o s e g e l s a n d t r a n s f e r t o n i t r o c e l l u l o s e ( 1 0 ) .

T h e 5 ' t e r m i n i o f f 2 b m R N A s w e r e m a p p e d b y p r i m e r e x t e n s i o n ,

e s s e n t i a l l y a s d e s c r i b e d b y G h o s h et a l . ( 1 1 ) . A 5 5 b p A v a

1 1 - H i n f I f r a g m e n t ( p r i m e r ) w a s l a b e l e d a t t h e 5 ' e n d o f t h e

a n t 1 - m e s s a g e s t r a n d b y f i r s t l a b e l i n g H 1 n f I d i g e s t e d D N A w i t h T 4

p o l y n u c l e o t i d e k i n a s e a n d [ y - 3 2 p ] A T P ( 1 2 ) f o l l o w e d b y

r e s t r i c t i o n w i t h A v a I I . G e l - p u r 1 f 1 e d p r i m e r ( 2 0 n g ) w a s m i x e d

w i t h e i t h e r 0 . 5 ug o f p o l y A ( + ) R N A o r w i t h 2 0 pg o f t o t a l

c e l l u l a r R N A a n d d e n a t u r e d a t 8 5 ° 1n 2 0 yl o f 8 0 1 f o r m a m i d e , 0 . 4

M N a C l , 2 0 m M P i p e s ( p H 6 . 4 ) , 1 m M E D T A f o r 1 0 m i n u t e s . A f t e r

h y b r i d i z a t i o n a t 5 2 ° f o r 1 6 h r , D N A - R N A h y b r i d s w e r e d i s s o l v e d 1n

3 0 0 ul o f c o l d 0 . 3 M s o d i u m a c e t a t e , p r e c i p i t a t e d w i t h e t h a n o l

a n d s u s p e n d e d 1n 4 0 ul o f 5 0 m M T M s , p H 8 . 3 ; 6 0 m M N a C l ; 6 m M

M g C l 2 ; 1 0 m M D T T . R e v e r s e t r a n o s c r 1 p t a s e ( 5 U ) a n d u n l a b e l e d

d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s (1 m M ) w e r e a d d e d a n d t h e r e a c t i o n m i x t u r e s

w e r e i n c u b a t e d at 4 1 ° f o r 1 h r . E t h a n o l p r e c i p i t a t e d e x t e n s i o n

p r o d u c t s w e r e t h e n a n a l y z e d o n 8 % s e q u e n c i n g g e l s ( 1 3 ) .

A n a l y s i s o f P r o t e i n s . B i o s y n t h e t i c l a b e l i n g o f L c e l l s

(2 x 1 0 6 c e l l s 1n 6 0 m m d i s h e s ) w a s c a r r i e d o u t 1n g r o w t h m e d i u m

w i t h o u t m e t h i o n i n e a n d I n c l u d i n g 3 5 S - m e t h 1 o n i n e a t 5 0 u C 1 / m l . A t

t h e e n d o f t h e l a b e l i n g p e r i o d (2 h r ) , c e l l s w e r e r i n s e d t w i c e
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a n d s c r a p e d I n t o P B S , p e l l e t e d b y c e n t r i f u g a t i o n and s u s p e n d e d in

2 ml o f P B S c o n t a i n i n g IX T r i t o n X - 1 0 0 , 0 . 5 % s o d i u m d e o x y c h o l a t e ,

0 . 1 1 S D S , a n d 5 mM E D T A . A f t e r 15 m i n u t e s on 1 c e , n u c l e i w e r e

r e m o v e d by c e n t r i f u g a t i o n . I m m u n o p r e d p i t a t 1 on w a s c a r r i e d o u t

w i t h g o a t a n t i - m o u s e IgG (Fc f r a g m e n t ) a n t i b o d y ( C a p p e l l

L a b o r a t o r i e s ) a n d P r o t e i n A - s e p h a r o s e b e a d s ( 1 4 ) and p r o t e i n s

w e r e a n a l y z e d by e l e c t r o p h o r e s i s ( 1 5 ) .

R E S U L T S

T r a n s f e c t i o n . T h e f u n c t i o n a l l y r e a r r a n g e d Y 2 b h e a v y - c h a i n g e n e

front m y e l o m a M O P C 1 41 w a s o r i g i n a l l y c l o n e d f r o m a p a r t i a l E c o R I

l i b r a r y I n t o X p h a g e ( 1 6 ) . A l a r g e s e g m e n t of t h i s D N A c l o n e ,

I n c l u d i n g t h e v a r i a b l e (^) r e g i o n , t h e 3.5 kb I n t r o n b e t w e e n t h e

V_ and Ĉ  g e n e s e g m e n t s , and t h a t p o r t i o n of t h e C_ g e n e s e g m e n t s

c o d i n g f o r t h e s e c r e t a r y f o r m o f t h e Y2b n e a v > c h a i n , w a s

s u b c l o n e d I n t o a p l a s m i d v e c t o r c o n t a i n i n g a r e t r o v i r a l l o n g

t e r m i n a l r e p e a t ( L T R ) s e q u e n c e . T h e p u r p o s e o f i n c l u d i n g t h e s e

v i r a l D N A s e q u e n c e s w a s to t e s t f o r a p o s s i b l e e n h a n c i n g e f f e c t

on I m m u n o g l o b u l 1 n g e n e e x p r e s s i o n by t h e LTR 72 bp r e p e a t ( 1 7 ) .

T h e o r i e n t a t i o n o f t h e LTR t r a n s c M p t 1 o n a l p r o m o t e r is t h e s a m e

a s t h a t o f t h e Y 2 b
 n e a v y - c h a 1 n g e n e b u t 1s l o c a t e d m o r e t h a n 8 kb

d o w n s t r e a m . A p p r o x i m a t e l y 2.2 kb of Y 2 b g e n e 5' f l a n k i n g

s e q u e n c e s a n d 0.9 kb of 3 1 f l a n k i n g s e q u e n c e s a r e a l s o p r e s e n t 1n

p l a s m i d p p L r 2 b V C ( F i g u r e 1 ) .

M o u s e L t k " c e l l s w e r e c o - t r a n s f e c t e d w i t h p l a s m i d s p p L y 2 b V C

a n d p p T L (a p l a s m i d c o n t a i n i n g t h e s e l e c t a b l e H e r p e s v i r u s t k

g e n e ) u s i n g t h e c a l c i u m p h o s p h a t e p r e c i p i t a t i o n m e t h o d a n d

t k + t r a n s f o r m a n t s w e r e I s o l a t e d a n d a n a l y z e d f o r t h e p r e s e n c e o f

Y2t, h e a v y - c h a i n g e n e s e q u e n c e s . T h e h y b r i d i z a t i o n p r o b e u s e d f o r

S o u t h e r n b l o t t i n g a n a l y s i s w a s t h e 9 k b Bgl II f r a g m e n t u s e d t o

c o n s t r u c t p l a s m i d p p L r 2 b v c . A s e x p e c t e d , t h i s p r o b e d e t e c t s t h e

h o m o l o g o u s u n r e a r r a n g e d V ^ g e n e s e g m e n t , s e v e r a l r e l a t e d

( c r o s s - h y b r i d i z i n g ) ^ g e n e s e q u e n c e s a n d t h e u n r e a r r a n g e d

C_TT 2 D g e n e s e g m e n t s p r e s e n t 1n b o t h t h e p a r e n t a l L cell a n d

t r a n s f o r m e d c e l l l i n e s . N o n e t h e l e s s , w h e n c e l l u l a r D N A w a s

d i g e s t e d w i t h E c o R I , t r a n s f e c t e d Y O K g e n e s e q u e n c e s ( F i g u r e 2 ,

7.6 a n d 6.3 kb b a n d s ) c o u l d be d e t e c t e d a b o v e t h e b a c k g r o u n d of

e n d o g e n o u s s e q u e n c e s w i t h a s h o r t e x p o s u r e of t h e a u t o r a d i o g r a m .
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A, ppL M l tarn a ppTL
K***1 Bo-Hi - / ^BomHl

(LIB

EraRl

C M141-p21
EraRI

D. PpLy2bVC \

Bg/Bi

F i g u r e 1
R e s t r i c t i o n m a p s o f p l a s m i d s u s e d f o r t r a n s f e c t 1 o n .
A ) P a r e n t a l p l a s m i d p p L c o n t a i n i n g s e q u e n c e s f r o m t h e
" p o i s o n l e s s " p B R 3 2 2 d e r i v a t i v e , p B R d ( o p e n b a r s ) , a n d p l a s m i d
p M L V T K ( 7 ) . T h e b l a c k b a r I n d i c a t e s t h e r e t r o v i r a l l o n g t e r m i n a l
r e p e a t ( L T R ) s e q u e n c e , t h e h a t c h e d b a r I n d i c a t e s f l a n k i n g rat
s e q u e n c e s f r o m t h e I n t e g r a t e d p r o v i r u s , a n d t h e s t i p p l e d b a r , t h e
3' e n d of M o l o n e y l e u k e m i a v i r u s . T h e d i r e c t i o n o f t r a n s c r i p t i o n
f r o m t h e a m p i c i l l i n a n d L T R t r a n s c r i p t 1 o n a l p r o m o t e r s 1s
I n d i c a t e d b y a r r o w s .
B ) P l a s m i d p p T L c o n t a i n i n g t h e 3.4 k b B a m H I (tk g e n e ) f r a g m e n t
f r o m H e r p e s v i r u s c l o n e d 1n t h e B a m H I s i t e o f p l a s m i d p p L . T h e
d i r e c t i o n o f t r a n s c r i p t i o n o f t h e t k g e n e 1s I n d i c a t e d by an
a r r o w .
C ) P a r t i a l r e s t r i c t i o n m a p o f p h a g e
t h e c o m p l e t e Y2b 9 e n e . O n l y t h o s e
s u b c l o n i n g t h e Y 2 h g e n e a r e s h o w n .
R - l o o p m a p p i n g o r s e q u e n c e a n a l y s i s
b o x e s . T h e o p e n b o x I n d i c a t e s t h e

c l o n e M 1 4 1 - p 2 1 , c o n t a i n i n g
Bgl II s i t e s u s e d f o r
C o d i n g r e g i o n s , I d e n t i f i e d by
( 3 0 , 3 1 ) a r e s h o w n a s f i l l e d

3' u n t r a n s l a t e d s e g m e n t o f t h e
M 2 e x o n as d e t e r m i n e d b y R o g e r s et a l . ( 3 2 ) . T h e s w i t c h
r e c o m b i n a t i o n s i t e ( S ) , t h e d i r e c t i o n o f y~b m R N A t r a n s c r i p t i o n
( a r r o w ) , a n d t h o s e s e q u e n c e s u s e d a s a p r o o e f o r R N A b l o t t i n g
( C Y O K p r o b e ) a r e a l s o s h o w n .
0 j P l a s m i d p p L Y 2 t )

v C c o n t a i n i n g t h e 9 k b Bgl II f r a g m e n t f r o m
M 1 4 1 - p 2 1 c l o n e d in t h e B a m H I s i t e o f p l a s m i d p p L ( B g / B m I n d i c a t e s
t h e f u s e d r e s t r i c t i o n s i t e s ) . T h e s e g m e n t I n d i c a t e d b y a b a r h a s
b e e n d e l e t e d in p l a s m i d p p - ^ b ^ ' ' '

T h r e e o u t o f f o u r t k + c l o n e s w e r e f o u n d t o c o n t a i n p p L w V C D N A

r a n g i n g f r o m o n e c o p y p e r c e l l ( c l o n e G 2 ) t o a s m a n y a s 3 0 ( c l o n e

G 3 ) . T h o s e c l o n e s w i t h m u l t i p l e c o p i e s of t h e p l a s m i d ( G 3 a n d
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F i g u r e 2
r— < M «»» • S o u t h e r n b l o t t i n g a n a l y s i s of DNA
ta ta ta ta from t r a n s f e c t e d L c e l l s . DNA

from four t k + cell l i n e s ,
c o - t r a n s f e c t e d w i t h p l a s m i d p p L Y ? h -
VC and p p T L , w a s d i g e s t e d w i t h
E c o R I , e l e c t r o p h o r e s e d on a 0.8J
a g a r o s e gel , t r a n s f e r r e d to
n i t r o c e l l u l o s e , and h y b r i d i z e d
to n i c k - t r a n s l a t e d i^h g e n e I n s e r t
(9 kb Bgl II f r a g m e n t ) . N u m b e r s on
th e right i n d i c a t e the p o s i t i o n s

^ ^ ^ ^ _ of the 7.6 kb and 6.3 kb E c o R I
••• ^ ^ ^ ^ ^ H «• •» f r a g m e n t s of p l a s m i d ppL-^ijVC.

The p o s i t i o n of t h e e n d o g e n o u s
£ f 2 b 9 e n e f r a g m e n t (6.6 k b ) 1s
i n d i c a t e d on t h e l e f t .

G 4 ) a p p e a r t o c o n t a i n t a n d e m r e p e a t s t r u c t u r e s , a s d e t e r m i n e d b y

a d d i t i o n a l r e s t r i c t i o n a n a l y s e s ( n o t s h o w n ) . T h i s a p p e a r s t o b e

t h e r e s u l t o f t r a n s f e c t i n g w i t h c i r c u l a r p l a s m i d [ s e e f o r

e x a m p l e , C a n a a n i a n d B e r g ( 1 8 ) ] a n d a l s o o c c u r s w i t h p l a s m i d

v e c t o r D N A ( n o t s h o w n ) . I n t h e c l o n e c o n t a i n i n g a s i n g l e c o p y o f

t h e p l a s m i d ( G 2 ) , t h e s m a l l e r p l a s m i d f r a g m e n t m i g r a t e d f a s t e r

t h a n t h e 6 . 3 k b b a n d a n d l i k e l y r e p r e s e n t s t h e j u n c t i o n f r a g m e n t

w i t h c e l l u l a r D N A o r w i t h t h e c o - t r a n s f e c t e d p p T L p l a s m i d D N A .

E x p r e s s i o n o f t h e ̂ b h e a v y - c h a i n g e n e . P o l y A ( + ) m R N A w a s

p r e p a r e d f r o m t h e G 2 , G 3 a n d G 4 c e l l l i n e s a n d a n a l y z e d b y

N o r t h e r n b l o t t i n g a n d h y b r i d i z a t i o n w i t h a c o n s t a n t r e g i o n ( C ^ b )

p r o b e . A l l t h r e e c e l l l i n e s w e r e f o u n d t o p r o d u c e m R N A

c o n t a i n i n g Y 2 b h e a v y - c h a i n s e q u e n c e s w h i c h c o m i g r a t e d w i t h t h e

s e c r e t o r y h e a v y - c h a i n m R N A f r o m H O P C 1 4 1 m y e l o m a c e l l s ( F i g u r e

3 ) . T h e a m o u n t o f r ? b B R N A 1n tne I n d i v i d u a l c e l l l i n e s w a s

r o u g h l y p r o p o r t i o n a l t o t h e n u m b e r o f g e n e c o p i e s p e r c e l l b u t

t h e l e v e l o f e x p r e s s i o n ( I . e . t h e l e v e l o f s t a b l e m R N A ) w a s a t

l e a s t t w o o r d e r s o f m a g n i t u d e l e s s p e r g e n e c o p y t h a n t h a t 1 n t h e

m y e l o m a . T h i s e s t i m a t e i s b a s e d o n t h e f a c t t h a t c l o n e G 2 a n d
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1 2 3 4 5 I 1 2 3

I
F 1 g u r e 3
A n a l y s i s of Y ~ b m R N A In t r a n s f e c t e d L cell l i n e s . T o t a l c e l l
p o l y A ( + ) R N A ( a p p r o x i m a t e l y 0.4 yg p e r l a n e ) w a s e l e c t r o p h o r e s e d
on a 1% a g a r o s e - f o r m a l d e h y d e g e l , t r a n s f e r r e d t o n i t r o c e l l u l o s e ,
a n d h y b r i d i z e d w i t h n i c k - t r a n s l a t e d C Y 2 b p r o b e ( s e e F i g u r e 1 ) .
( A ) R N A f r o m l i n e s L t k " ( l a n e 1 ) , G 2 " p a n e 2 ) , G 3 ( l a n e 3 ) , a n d G 4
( l a n e 4 ) w e r e run t o g e t h e r w i t h t o t a l R N A ( 5 p g ) f r o m m y e l o m a M O P C
1 4 1 ( l a n e 5 ) . L a n e 6 s h o w s a l o n g e r e x p o s u r e o f l a n e 2 . T h e
m o l e c u l a r w e i g h t s o f t h e m e m b r a n e f o r m ( 3 . 4 k b ) a n d s e c r e t e d f o r m
( 1 . 7 k b ) o f r 2 b m R N A a r e I n d i c a t e d .
B ) R N A f r o m l T n e s c o n t a i n i n g p l a s m i d P P L Y 2 K V C or p p Y ? b V C w e r e
c o m p a r e d by N o r t h e r n gel a n a l y s i s a s 1n ( R ° . L a n e if G 2 R N A ( o n e
c o p y o f p p L f ? b V C p e r c e l l ) ; l a n e 2 , Gi l R N A ( o n e c o p y o f p p - f ? b V C
p e r c e l l ) ; l a n e 3, G 1 3 R N A (5 to 1 0 c o p i e s o f p p Y 2 b V C p e r c e f l ) .

M O P C 1 4 1 c e l l s c o n t a i n e q u i v a l e n t a m o u n t s of y 2 b m R N A 1n 0.5 pg

o f p o l y A ( + ) R N A a n d 5 u9 o f t o t a l R N A , r e s p e c t i v e l y ( F i g u r e 3 ,

l a n e s 4 a n d 5 ) . S i n c e 5 pg of t o t a l R N A c o n t a i n 5 0 t o 1 0 0 ng of

p o l y A ( + ) R N A , t h i s r e p r e s e n t s a 5 t o 1 0 - f o l d d i f f e r e n c e 1n t h e

a m o u n t of r2b m R N A p e r c e l l o r a 1 0 0 - f o l d d i f f e r e n c e p e r g e n e

c o p y . T h e s e r e s u l t s d e m o n s t r a t e t h a t t h e p r o m o t e r o f a

r e a r r a n g e d ^^ h e a v y - c h a i n g e n e c a n be r e c o g n i z e d in m o u s e

f i b r o b l a s t s a n d t h a t a c c u r a t e t r a n s c r i p t i o n a n d s p l i c i n g c a n

o c c u r t o p r o d u c e a s t a b l e raRNA. r

W e n e x t t e s t e d w h e t h e r t h e e x p r e s s i o n o f t h e ^^ g e n e w a s

a f f e c t e d by t h e e n h a n c e r s e q u e n c e c o n t a i n e d in t h e L T R . L c e l l

c l o n e s c o n t a i n i n g I n t e g r a t e d p l a s m i d pp T o b V C (a d e r i v a t i v e

l a c k i n g roost o f t h e L T R s e q u e n c e - - F 1 g u r e 1 ) w e r e i s o l a t e d a n d
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t e s t e d f o r t h e e x p r e s s i o n o f Y2t, raRNA. A s s e e n 1n F i g u r e 3 B ,

T2b m R N A w a s s y n t h e s i z e d In t h e a b s e n c e o f t h e L T R e n h a n c e r .

F u r t h e r m o r e , c o m p a r a b l e l e v e l s o f s t a b l e m R N A w e r e f o u n d 1n cel l

c l o n e s c o n t a i n i n g s i m i l a r c o p y n u m b e r s o f p p L Y p ^ o r p p Y o h V C .

A n a l y s i s o f t h e 5' e n d of t 2 b m R N A . In o r d e r t o m o r e a c c u r a t e l y

c o m p a r e t h e r 2 b m R N A s f r o m M O P C 1 4 1 a n d t r a n s f e c t e d L c e l l s , t h e

5' t e r m i n i w e r e a n a l y z e d by t h e p r i m e r - e x t e n s i o n m e t h o d . A 5 5 b p

p r i m e r f r o m t h e V r e g i o n e x o n w a s p r e p a r e d by l a b e l i n g a 6 0 bp

H 1 n f I f r a g m e n t w i t h y - ^ ? - ^ T ? a n d p o l y n u c l e o t i d e k i n a s e a n d

d i g e s t i n g w i t h A v a I I . T h i s r e s u l t s 1n a 5 5 bp f r a g m e n t l a b e l e d

at t h e 5' t e r m i n u s o f the a n t 1 - m e s s a g e s t r a n d ( s e e F i g u r e 4 ) .

W h e n t h e 5 5 b p f r a g m e n t w a s h y b r i d i z e d t o R N A f r o m t h e

t r a n s f e c t e d L - c e l l c l o n e G 3 or M O P C 1 4 1 m y e l o m a c e l l s a n d

e x t e n d e d w i t h r e v e r s e t r a n s c M p t a s e , a p r e d o m i n a n t e x t e n s i o n

p r o d u c t o f 1 6 7 b p w a s d e t e c t e d 1n b o t h c a s e s ( F i g u r e 4 , l a n e s 2

a n d 3 ) . No s u c h e x t e n s i o n p r o d u c t w a s d e t e c t e d w h e n L t k " c e l l

R N A w a s u s e d ( l a n e 1 ) . T h e 1 6 7 bp e x t e n s i o n p r o d u c t m o s t l i k e l y

c o r r e s p o n d s t o a c D N A e x t e n d e d f r o m t h e V_ g e n e s e g m e n t p r i m e r ,

a c r o s s t h e s p l i c e j u n c t i o n b e t w e e n t h e l e a d e r s e q u e n c e a n d V̂

s e q u e n c e e x o n s , t o a m R N A s t a r t s i t e a p p r o x i m a t e l y 3 0 bp u p s t r e a m

o f t h e l e a d e r e x o n c o d i n g s e q u e n c e ( s e e F i g u r e 4 ) . No c D N A

e x t e n s i o n p r o d u c t s c o r r e s p o n d i n g t o u n s p H c e d t r a n s c r i p t s

( 2 4 8 n t ) w e r e d e t e c t e d . W e c o n c l u d e t h a t t h e i2b
 m R N A P r o d u c e d

1n L c e l l s is I d e n t i c a l t o t h a t p r o d u c e d 1n m y e l o m a M O P C 1 4 1 w i t h

r e s p e c t t o t h e l e n g t h of t h e 5 1 t e r m i n u s a n d s p l i c i n g o f t h e

f i r s t t w o e x o n s .

T h e s e r e s u l t s a r e In a g r e e m e n t w i t h t h e m a p p i n g d a t a o f

K a t a o k a e t a l . ( 1 9 ) w h o l o c a t e d t h e s t a r t s i t e o f t h e Yj raRNA

f r o m m y e l o m a M C 1 0 1 a t 30 b p f r o m t h e l e a d e r e x o n . T h i s

f u n c t i o n a l l y r e a r r a n g e d ^ g e n e s e g m e n t s h a r e s e x t e n s i v e s e q u e n c e

h o m o l o g y w i t h t h e V_H g e n e s e g m e n t 1n p l a s m i d P P L T2 b v c » d i f f e r i n g

o n l y a t 1 0 b p o u t o f 120 b p u p s t r e a m o f t h e l e a d e r e x o n ( 1 9 ) .

D e t e c t i o n o f Y 2 D h e a v y - c h a i n p r o t e i n . T r a n s f e c t e d L c e l l c l o n e s

w e r e p e r m e a b i 1 1 z e d a n d s t a i n e d w i t h f l u o r o s c e i n a t e d a n t i b o d y

s p e c i f i c f o r t h e c o n s t a n t r e g i o n o f m o u s e I g G . C l o n e s G 3 a n d G 4

s h o w e d i n t e n s e c y t o p l a s m i c s t a i n i n g 1n all c e l l s I n d i c a t i n g t h a t

Y 2 b h e a v y c h a i n w a s s y n t h e s i z e d 1n t h e s e c e l l l i n e s . C l o n e G 2 ,

c o n t a i n i n g o n l y a s i n g l e c o p y of p l a s m i d p p L ^ ^ ^ d i d n o t s h o w
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1 2 3

194

— ^ 118

167

7 2

Primtr
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F 1 g u r e 4
A n a l y s i s of the 5 ' - t e r m 1 n 1 of Y 2 D m R N A from a t r a n s f e c t e d L cell
line and M O P C 1 4 1 . P r 1 m e r - e x t e n s 1 o n r e a c t i o n s (see M e t h o d s )
c o n t a i n e d e n d - l a b e l e d p r o b e h y b r i d i z e d to RNA from Ltk~ c e l l s
M a n e I), t r a n s f e c t e d line G3 (lane 2 ) , or M O P C 141 m y e l o m a c e l l s
( l a n e 3 ) . E x t e n s i o n p r o d u c t s w e r e a n a l y z e d on an 8% s e q u e n c i n g
gel w i t h e n d - l a b e l e d Hae III r e s t r i c t i o n f r a g m e n t s of $X-174 as
m a r k e r s . The m a j o r e x t e n s i o n p r o d u c t is I n d i c a t e d with an a r r o w .
A s c h e m a t i c r e p r e s e n t a t i o n of the e x p e r i m e n t 1s s h o w n . Open
b o x e s s h o w the l e a d e r ( L ) and VDJ e x o n s of t h e T 2 K g e n e from M O P C
1 4 1 . The p r e d i c t e d cDNft p r o d u c t s from s p l i c e d and u n s p H c e d
T 2k m R N A s are shown b e l o w . The sta r t site of the Tok m R N A from
M O P C 141 was p r e d i c t e d from the data of K a t a o k a et 3 T . ( 1 9 ) w h o
m a p p e d the sta r t site of the c l o s e l y r e l a t e d Vu g e n e from m y e l o m a
M C 1 0 1 to t h e A r e s i d u e I n d i c a t e d (see t e x t ) .

d e t e c t a b l e f l u o r e s c e n c e (data not s h o w n ) .

The n a t u r e of the p r o t e i n s y n t h e s i z e d 1n the G3 and G4

c l o n e s w a s e x a m i n e d f u r t h e r by b i o s y n t h e t i c l a b e l i n g w i t h

S - m e t h 1 o n 1 n e , I m m u n o p r e c i p 1 t a t i o n w i t h a n t i - h e a v y c h a i n

a n t i b o d y and e l e c t r o p h o r e t 1 c a n a l y s i s . The m a j o r p r o t e i n

7989

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/nar/article/11/22/7981/2379303 by guest on 24 April 2024



Nucleic Acids Research

• Fi gure 5
S •* *"* « H Analysis of Immunoprecipitates
« _i C0 to from 3 5 S m e t h 1 o n 1 n e labeled

extracts of Ltk" cells and
transfected lines G3 and G4.

-—• Cell extracts were labeled for
2 hr. as described 1n Methods,
Immunopredp1tated with
antisera specific for the Fc
portion of mouse IgG, and

__ analyzed on an 8.5t
^^^ '• polyacrylamide gel under

II 4 D r e d u c i n g c o n d i t i o n s . M o l e c u l a r
^•P ^BP weight markers (M) and Immuno-

• • y precipitated 3 5S-meth1 on1 ne
labeled proteins from a
Y2b " P r o c l u c 1 n 9 hybridoma (H)
were run as standards. The
molecular weight (75 K) of a
minor protein detected 1n lines

3 | ^ g ) G 3 a n d G 4 , a n d t h e p o s i t i o n s
•' o f t h e T,b and xi c n a 1 n s

s y n t h e s i z e d b y t h e h y b r i d o m a
a r e I n d i c a t e d o n t h e r i g h t .

d e t e c t e d 1n I m m u n o p r e d p 1 t a t e s m i g r a t e d m o r e s l o w l y t h a n m a r k e r

T 2 b h e a v y c h a i n f r o m a Y 2 b p r o d u c i n g h y b r i d o m a ( F i g u r e 5 ) ,

h o w e v e r s u b s e q u e n t s t u d i e s ( 2 0 ) h a v e s h o w n t h a t a p r o t e i n w i t h

t h i s e l e c t r o p h o r e t i c m o b i l i t y 1 s s y n t h e s i z e d 1n m y e l o m a c e l l s

t r a n s f e c t e d w i t h t h e s a m e c l o n e d Tpb g e n e . N o s u c h p r o t e i n w a s

d e t e c t e d in t h e p a r e n t a l L t k " c e l l l i n e ( F i g u r e 5 ) . T h u s w e

c o n c l u d e t h a t t h e y~^ h e a v y - c h a i n 1 s a c c u r a t e l y t r a n s l a t e d 1 n

m o u s e L c e l l s . T h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e M 0 P C 1 4 1 a n d h y b r i d o m a

Tgb p r o t e i n s 1s n o t k n o w n b u t m a y b e t h e r e s u l t o f a n a d d i t i o n a l

g l y c o s y l a t i o n s i t e 1n t h e M 0 P C 1 4 1 h e a v y c h a i n .

A s e c o n d m i n o r p r o t e i n w i t h a m o l e c u l a r w e i g h t o f 7 5 K w a s

a l s o d e t e c t e d 1n t h e G 3 a n d G 4 c e l l l i n e s a n d w a s r e p r o d u d b l y

1 m m u n o p r e c 1 p 1 t a t e d w i t h r 2 b h e a v y - c h a i n p r o t e i n f r o m t h e s e c e l l s

( F i g u r e 5 ) . S i n c e t h e ^b 9 e n e I n t r o d u c e d I n t o t h e s e c e l l s d o e s

n o t c o n t a i n t h e M l a n d M 2 ( m e m b r a n e ) e x o n s ( s e e F i g u r e 1 ) , 1t Is

u n l i k e l y t h a t t h e 7 5 K p r o t e i n r e p r e s e n t s t h e m e m b r a n e f o r m o f

T 2 b h e a v y c h a i n . I n s t e a d , t h i s p r o t e i n m a y h a v e a n a f f i n i t y f o r

1 n t r a c e l 1 u l a r h e a v y c h a i n s w h e n t h e y a r e n o t c o m p l e x e d w i t h l i g h t

c h a i n s . S u c h a p r o t e i n h a s b e e n d e s c r i b e d In m y e l o m a a n d

h y b r i d o m a v a r i a n t s t h a t m a k e o n l y h e a v y c h a i n s ( 2 1 , 2 2 ) .
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B.

EcoRl

LTR

BomHl
Soli Bom HI

F i g u r e 6
E x p r e s s i o n o f l i g h t - c h a i n R N A in L c e l l c l o n e s t r a n s f e c t e d w i t h
p l a s m i d s p p L X , V C o r p p L i c V C . T o t a l c e l l p o l y A( + ) R N A w a s
a n a l y z e d a s 1 fi F i g u r e 3 . ( A ) N o r t h e r n b l o t t i n g a n a l y s i s o f R N A
f r o m t w o l i n e s c o n t a i n i n g o n e c o p y ( l a n e 2 ) o r s e v e r a l c o p i e s (>
1 0 , l a n e 3 ) o f p l a s m i d p p L X V C . L a n e 1 , Al R N A f r o m H 2 0 2 0
m y e l o m a c e l l s ; l a n e 4 , R N A f r o m L F k c e l l s . ( B ) N o r t h e r n b l o t t i n g
a n a l y s i s o f R N A f r o m t w o l i n e s c o n t a i n i n g o n e c o p y ( l a n e 2 o r
s e v e r a l c o p i e s (5 t o 1 0 , l a n e 3 ) o f p l a s m i d p p L W C . L a n e 1 ,
t o t a l R N A f r o m m y e l o m a L P C - 1 ; l a n e , R N A f r o m L t k c e l l s . ( C )
P a r t i a l r e s t r i c t i o n m a p o f p l a s m i d p p L X i V C . T h e 7 . 4 kb E c o R I
f r a g m e n t f r o m p h a g e c l o n e I g 3 0 3 [ o r i g i n a l l y c l o n e d f r o m t h e H 2 0 2 0
m y e l o m a ( 3 3 ) ] w a s s u b c l o n e d 1n t h e E c o R I s i t e o f p l a s m i d p p L
( F i g u r e 1 ) . ( D ) P a r t i a l r e s t r i c t i o n m a p o f p l a s m i d p p L < V C . A
5 . 6 k b E c o R I - B a m H I f r a g m e n t f r o m p h a g e c l o n e I g L P C - 1 [ c l o n e d
f r o m t h e L P C - 1 m y e l o m a ( T o n e g a w a , u n p u b l i s h e d ) ] w a s c o n v e r t e d t o
a n E c o R I - E c o R I f r a g m e n t b y f i r s t s u b c l o n i n g 1n t h e s y n t h e t i c
p o l y l i n k e r o f p l a s m i d p B R X - 1 8 ( B . S e e d , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) .
T h e E c o R I f r a g m e n t w a s t h e n s u b c l o n e d In t h e E c o R I s i t e o f
pi a s m i d p p L .

E x p r e s s i o n o f L i g h t C h a i n G e n e s . F u n c t i o n a l l y r e a r r a n g e d g e n e s

f o r b o t h Xj a i d < l i g h t - c h a i n p r o t e i n s w e r e s u b c l o n e d 1n p l a s m i d

p p L a n d I n t r o d u c e d i n t o L t k " c e l l s a s j u s t d e s c r i b e d f o r t h e

Y 2 b g e n e . In c o n t r a s t t o t h e r e s u l t s w i t h t r a n s f e c t e d

h e a v y - c h a i n g e n e s , n e i t h e r o f t h e l i g h t - c h a i n g e n e s w a s

a c c u r a t e l y t r a n s c r i b e d 1n L c e l l s . A s s e e n 1 n F i g u r e 6, Xj a n d

p o l y A ( + ) R N A s o f d i s c r e t e s i z e s w e r e s y n t h e s i z e d a t l o w l e v e l s

in t r a n s f e c t e d c e l l s . In b o t h c a s e s , h o w e v e r , t h e R N A s p e c i e s
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f r o m t r a n s f e c t e d c e l l s w e r e 2 0 0 t o 3 0 0 b a s e s l o n g e r t h a n t h e

a u t h e n t i c XL o r K m R N A s f r o m H 2 0 2 0 ( X : p r o d u c e r ) o r L P C - 1

( K - p r o d u c e r ) m y e l o m a c e l l s . T h e a m o u n t o f s t a b l e X^ o r < R N A 1n

t h e I n d i v i d u a l c l o n e s o f L c e l l s w a s f o u n d t o b e I n d e p e n d e n t o f

g e n e c o p y n u m b e r , a g a i n c o n t r a s t i n g w i t h t h e r e s u l t s w i t h t h e

Y 2 b g e n e . T h e s a m e r e s u l t s w e r e o b t a i n e d w h e n t h e l i g h t - c h a i n

g e n e s w e r e c l o n e d 1n p l a s m i d p p L at t h e s a m e s i t e ( a f t e r

c o n v e r t i n g t h e B a m H I s i t e t o an E c o R I s i t e w i t h s y n t h e t i c

l i n k e r s ) a n d in t h e s a m e o r i e n t a t i o n a s t h e Y O K g e n e of p l a s m i d

p p L - ^ V C ( n o t s h o w n ) .

T h e n a t u r e o f t h e a d d i t i o n a l s e q u e n c e s 1n t h e X^ R N A

t r a n s c r i p t s w a s e x a m i n e d by SI n u c l e a s e p r o t e c t i o n u s i n g t w o

s i n g l e - s t r a n d e d D N A p r o b e s . T h e f i r s t p r o b e s p a n s t h e X, m R N A

s p l i c e j u n c t i o n b e t w e e n t h e l e a d e r a n d VJ e x o n s ( s p l i c e p r o b e )

a n d t h e s e c o n d s p a n s t h e ^ m R N A m a j o r s t a r t s i t e ( 5 1 e n d p r o b e )

u t i l i z e d 1n H 2 0 2 0 m y e l o m a c e l l s ( F i g u r e 7 A ) . A u t h e n t i c Xx m R N A

f r o m H 2 0 2 0 m y e l o m a c e l l s p r o t e c t e d f r a g m e n t s o f 1 2 6 nt ( F i g u r e

7 B , l a n e 3 ) a n d 8 0 nt ( l a n e 9 ) f o r t h e s p l i c e p r o b e a n d 5 1 e n d

p r o b e , r e s p e c t i v e l y . T h e s a m e f r a g m e n t s w e r e p r o t e c t e d by R N A

f r o m a n X - 6 3 A g 8 c e l l l i n e t r a n s f e c t e d w i t h t h e Xi g e n e ( l a n e s 5

a n d 1 1 ) .

In c o n t r a s t , t r a n s f e c t e d L c e l l R N A p r o t e c t e d t h e 1 2 6 nt

f r a g m e n t c o r r e s p o n d i n g t o t h e V 0 s p l i c e j u n c t i o n ( l a n e 2 ) b u t d i d

n o t p r o t e c t a n y o f t h e 5' e n d p r o b e ( l a n e 8 ) . T h e s e r e s u l t s

I n d i c a t e t h a t t h e Xi R N A p r o d u c e d In t r a n s f e c t e d L c e l l s 1s

I n i t i a t e d u p s t r e a m o f t h e n o r m a l m R N A s t a r t s i t e a n d 1s s p l i c e d

t o t h e a c c e p t o r s i t e o f t h e VJ e x o n . T h i s m o d e l 1s 1n c o m p l e t e

a g r e e m e n t w i t h t h e r e s u l t s o f P i c a r d a n d S c h a f f n e r ( 2 3 ) .

T h e r e l a t i v e a m o u n t s o f X, m R N A p e r c e l l c a n a l s o be

e s t i m a t e d f r o m t h e d a t a In F i g u r e 7 . If w e a s s u m e t h a t t h e X1

m R N A f r o m H 2 0 2 0 c e l l s 1s 5 0 % p u r e , a c o m p a r i s o n o f b a n d

i n t e n s i t i e s 1n F i g u r e 7B I n d i c a t e s t h a t t h e t r a n s f e c t e d L c e l l

l i n e c o n t a i n s a b o u t 2 ng o f ^ R N A p e r 5 ug o f p o l y A { + ) R N A w h i l e

t h e t r a n s f e c t e d X - 6 3 A g 8 c e l l l i n e c o n t a i n s a b o u t 1 0 ng of X1 p e r

1 0 pg o f t o t a l R N A (or 0.1 t o 0.2 pg o f p o l y A ( + ) R N A ) . T h i s

r e p r e s e n t s a d i f f e r e n c e 1n t h e l e v e l of e x p r e s s i o n of f r o m 1 2 5 t o

2 5 0 - f o l d b e t w e e n t h e t w o c e l l t y p e s .

S i n c e t h e K R N A m a d e in t r a n s f e c t e d L c e l l s ( t h i s s t u d y ) 1s
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F11 g u r e 7
SI n u c l e a s e a n a l y s i s ( 3 4 ) o f X j R N A t r a n s c r i p t s in t r a n s f e c t e d L
c e l l s a n d m y e l o m a c e l l s . ( A ) A s c h e m a t i c d i a g r a m s h o w s t h e
e n d - l a b e l e d , s i n g l e - s t r a n d e d p r o b e s u s e d t o d e t e c t t h e 5 1

t e r m i n u s o r t h e s p l i c e a c c e p t o r s i t e o f t h e VJ e x o n . T h e Xi m R N A
m a j o r s t a r t s i t e 1n H 2 0 2 0 m y e l o m a c e l l s w a s d e t e r m i n e d b y P i c a r d
a n d S c h a f f n e r ( 2 3 ) . ( B ) R N A w a s h y b r i d i z e d t o t h e s p l i c e p r o b e
( l a n e s 1 - 6 ) o r t h e 5' e n d p r o b e ( l a n e s 7 - 1 1 ) , S I
n u c l e a s e a n d a n a l y z e d on a n 8 % s e q u e n c i n g g el
a n d C + T s e q u e n c i n g r e a c t i o n s ( s i z e m a r k e r s ) .
o f p o l y A ( + ) R N A f r o m L c e l l s ; l a n e s 2 a n d 8 , g p
R N A f r o m L c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h p l a s m i d p p L X V C ; l a n e s 3 a n d 9,
2 n g o f p u r i f i e d X m R N A f r o m H 2 0 2 0 m y e l o m a c e l l s ; l a n e s 4 a n d
1 0 , 1 0 pg t o t a l R N A f r o m X - 6 3 A g 8 m y e l o m a c e l l s ; l a n e s 5 a n d 1 1 ,
1 0 pg t o t a l R N A f r o m X - 6 3 A g 8 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h p l a s m i d
p S V - X i V C ; l a n e 6, s a m e a s 5 b u t 1 / 5 o f t h e s a m p l e w a s a n a l y z e d .
P l a s m T d p S V - X . y C w a s c o n s t r u c t e d b y I n s e r t i n g t h e 7 . 4 k b E c o R I
f r a g m e n t ( X , g e n e ) I n t o p l a s m i d p S V 2 g p t ( 3 5 ) . M y e l o m a X - 6 3 A g 8
c e l l s w e r e s t a b l y t r a n s f e c t e d a s d e s c r i b e d ( 2 0 ) .

t r e a t e d w i t h S I
t o g e t h e r w i t h A + G
L a n e s 1 a n d 7 , 5 pg
5 pg o f p o l y A ( + )

l d

a l s o a b o u t 3 0 0 b a s e s l o n g e r t h a n a u t h e n t i c i c m R N A , It Is l i k e l y

t h a t t h i s R N A is a l s o I n i t i a t e d u p s t r e a m o f t h e n o r m a l m R N A s t a r t

s i t e a n d s p l i c e d t o t h e J / ^ e x o n . T h i s m a y b e a p r o p e r t y o f

l i g h t - c h a i n g e n e s w h e n i n t r o d u c e d I n t o n o n - l y r a p h o 1 d c e l l s .
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A p p a r e n t l y t h e 72 bp r e p e a t s e q u e n c e c o n t a i n e d 1n t h e L T R ( 1 7 ) of

p l a s m i d p p L Is u n a b l e t o e n h a n c e Xj o r K m R N A s y n t h e s i s 1n t h e

plasraid c o n s t r u c t i o n s u s e d 1n t h i s s t u d y . S i n c e t h i s r e p e a t

s e q u e n c e h a s b e e n s h o w n to b e m o r e a c t i v e as an e n h a n c e r 1n m o u s e

c e l l s t h a n t h e S V 4 O r e p e a t s e q u e n c e ( 2 4 ) , we c o n c l u d e t h a t t h e

l a c k o f an e n h a n c i n g e f f e c t on Xi , K a n d ^ b t r a n s c r i p t i o n is d u e

t o t h e d i s t a n c e f r o m t h e I m m u n o g i o b u l 1 n m R N A s t a r t s i t e .

D I S C U S S I O N

W e h a v e e x a m i n e d t h e e x p r e s s i o n of b o t h l i g h t - c h a i n a n d

h e a v y - c h a i n I m m u n o g i o b u l 1 n g e n e s in a n o n - l y m p h o 1 d c e l l t y p e .

T w o d i f f e r e n t t y p e s of r e a r r a n g e d I 1 g h t - c h a 1 n g e n e s , < a n d x^,

w e r e f o u n d to b e h a v e s i m i l a r l y 1n s t a b l y t r a n s f o r m e d L c e l l s :

t h e l e v e l of e x p r e s s i o n was I n d e p e n d e n t of t h e g e n e c o p y n u m b e r

a n d t h e m a j o r p o l y A ( + ) R N A s p r o d u c e d w e r e at l e a s t 2 0 0 b a s e s

l o n g e r t h a n t h e a u t h e n t i c < or ^ m R N A s . P r e l i m i n a r y r e s u l t s

w i t h t h e Xj R N A , t o g e t h e r w i t h t h e d a t a of P i c a r d a n d S c h a f f n e r

( 2 3 ) , s u g g e s t t h a t t h e s e R N A s a r e t r a n s c r i b e d f r o m u p s t r e a m

p r o m o t e r s a n d s p l i c e d t o t h e V̂  r e g i o n e x o n s .

In c o n t r a s t to t h e r e s u l t s w i t h l i g h t - c h a i n g e n e s , t h e

Y2|j h e a v y - c h a i n g e n e from M O P C 1 4 1 w a s a c c u r a t e l y t r a n s c r i b e d

f r o m I t s n a t u r a l p r o m o t e r in L c e l l s . F u r t h e r m o r e , I n c r e a s e d

l e v e l s o f Y2b m R N A w e r e f o u n d 1n c e l l c l o n e s w i t h g r e a t e r g e n e

c o p y n u m b e r s . E v e n t h o u g h t h e l e v e l of r 2b m R N A 1n t r a n s f e c t e d L

cell c l o n e s G 3 a n d G 4 was h i g h e n o u g h to d e t e c t Y2b h e a v y - c h a 1 n

p r o t e i n , t h i s l e v e l w a s m u c h l o w e r t h a n t h a t 1n M O P C 141 m y e l o m a

c e l l s . S i n c e t h e v e r y h i g h l e v e l s of I m m u n o g i o b u l 1 n m R N A 1n

p l a s m a c e l l s h a v e b e e n a t t r i b u t e d t o a c o m b i n a t i o n of m e s s e n g e r

s t a b i l i t y , r a p i d p r o c e s s i n g a n d a h i g h t r a n s c r i p t i o n r a t e ( 2 5 ) ,

1t 1s n o t p o s s i b l e t o a c c u r a t e l y c o m p a r e t h e r e l a t i v e r a t e s of

T2b m R N A t r a n s c r i p t i o n f r o m t h e s t e a d y - s t a t e l e v e l of m R N A a l o n e .

N o n e t h e l e s s , w e h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t r e a r r a n g e m e n t is

s u f f i c i e n t f o r t h e e x p r e s s i o n o f a h e a v y c h a i n , b u t not

l i g h t - c h a i n I m m u n o g i o b u l 1 n g e n e s .

It h a s b e e n s h o w n t h a t b o t h l i g h t - c h a i n ( £ ) a n d h e a v y - c h a i n

(C ) c o n s t a n t r e g i o n DNA s e g m e n t s a r e t r a n s c r i p t i o n a l l y a c t i v e in

l y m p h o i d c e l l s ( 2 6 , 2 7 ) w h i l e V̂  D N A s e g m e n t s a r e not ( 2 ) . F o r

t h i s r e a s o n it h a s b e e n p o s t u l a t e d t h a t t h e c o n s e q u e n c e o f
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l i g h t - c h a i n a n d h e a v y - c h a i n g e n e r e a r r a n g e m e n t is t h e c o n f e r r a l

of t r a n s c M p t i o n a l c o m p e t e n c e t o t h e V̂  D N A s e g m e n t p r o m o t e r s by

t h e a c t i v a t e d £ D N A s e g m e n t s . U n l i k e Iramunocorapetent c e l l s , L

c e l l s do n o t t r a n s c r i b e e i t h e r l i g h t - c h a i n or h e a v y - c h a i n £ D N A

s e g m e n t s a n d t h u s c o u l d not c o n f e r s u c h an a c t i v i t y on t h e V̂  D N A

s e g m e n t p r o m o t e r of a r e a r r a n g e d g e n e . In f a c t w e a n d o t h e r s

h a v e r e c e n t l y s h o w n t h a t a t i s s u e s p e c i f i c e n h a n c e r e l e m e n t 1s

l o c a t e d 1n t h e m a j o r I n t r o n of t h i s r e a r r a n g e d Y2b gene

( 2 0 , 2 8 , 2 4 ) . T h i s s i t e c o r r e s p o n d s to t h e J H - £ r e g i o n in g e r m

l i n e D N A a n d t h u s e x p l a i n s w h y t h e C_ r e g i o n 1s t r a n s c M p t 1 o n a l l y

a c t i v e 1n l y m p h o i d c e l l s . S i n c e w e a l s o s h o w e d t h a t t h i s

e n h a n c e r e l e m e n t 1s not a c t i v e 1n t r a n s f e c t e d L c e l l s ( 2 0 ) , it 1s

d i f f i c u l t to e x p l a i n w h y t h e r e a r r a n g e d You 1s a c c u r a t e l y

t r a n s c r i b e d ( a l b e i t at a l o w l e v e l ) 1n t h e s e c e l l s w h i l e t h e

l i g h t c h a i n g e n e s a r e n o t . O n e p o s s i b l e e x p l a n a t i o n 1s t h a t an

e n h a n c e r - 1 1 ke e l e m e n t , a c t i v e 1n n o n - l y m p h o 1 d c e l l s , 1s p r e s e n t

1n a n o t h e r r e g i o n of t h e r e a r r a n g e d h e a v y - c h a i n g e n e and t h a t

t h i s a l l o w s f o r t h e l o w lev e l t r a n s c r i p t i o n f r o m t h e VDJ g e n e

s e g m e n t p r o m o t e r .

A l t h o u g h d e f i n i t i v e e v i d e n c e f o r t h e p r e s e n c e of a

t i s s u e - s p e c i f i c e n h a n c e r e l e m e n t a s s o c i a t e d w i t h t h e C K or C i

g e n e s e g m e n t s h a s y e t t o be g e n e r a t e d , t h e d a t a p r e s e n t e d 1n

F i g u r e 7 c l e a r l y s h o w t h a t t h e *! g e n e 1s e x p r e s s e d at a m u c h

h i g h e r l e v e l 1n t r a n s f e c t e d X - 6 3 A g 8 c e l l s t h a n 1n t r a n s f e c t e d L

c e l l s . In a d d i t i o n , t h e A i m R N A t h a t 1s p r o d u c e d 1n X - 6 3 A g 8

c e l l s is I n i t i a t e d at t h e s a m e s t a r t s i t e u t i l i z e d 1n H 2 0 2 0

m y e l o m a c e l l s . T h e s e r e s u l t s s t r o n g l y s u g g e s t t h a t a

t i s s u e - s p e c i f i c e n h a n c e r s e q u e n c e is c o n t a i n e d w i t h i n t h e 7.4 kb

E c o R I Ai g e n e f r a g m e n t a n d t h a t f a c t o r s p r e s e n t In l y m p h o i d c e l l s

a r e r e q u i r e d f o r t h e f u n c t i o n of t h i s e l e m e n t . In c o n t r a s t t o

th e h e a v y - c h a i n g e n e , t h e a c t i v a t i o n of t h e Xi l i g h t - c h a i n g e n e

a f f e c t s b o t h t h e s i t e of m R N A i n i t i a t i o n a n d t h e l e v e l at w h i c h

t h e g e n e is e x p r e s s e d .
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