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1. EINLEITUNG

1.1.  Apoptose

1.1.1. Apoptose und ihre Bedeutung fur den Organismus

Der apoptotische oder programmierte Zelltod lasst sich aufgrund biochemischer und
struktureller Unterschiede vom nekrotischen Zelltod abgrenzen. Im Gegensatz zur Nekrose
kommt es bei der Apoptose nicht zu einer begleitenden Entzindungsreaktion. Die
Plasmamembran und die Zellorganellen bleiben in ihrer Integritat erhalten, so dass es nicht
zum Austritt intrazelluldrer Bestandteile kommt. Apoptose kann in einzelnen Zellen eines
Gewebes stattfinden, ohne Nachbarzellen zu beschadigen. Morphologisch kommt es zu einer
Chromatinkondensation, einer Fragmentierung des Kerns (Pyknose), einer Zellschrumpfung
und schlielRlich zum Zerfall in von Plasmamembran umgebene Fragmente (apoptotic bodies)
(Kermer und Bahr 2002).

Apoptose ist sowohl ein physiologischer als auch ein pathologischer Prozess. Physiologisch
ist der programmierte Zelltod wichtig fur die Aufrechterhaltung einer konstanten Grolie und
Zellzahl in proliferativen Geweben, wie u.a. der Haut, dem Darmepithel und dem
Immunsystem. AuBerdem werden zum Schutz des Gewebes infizierte oder beschadigte Zellen
uber Apoptose eliminiert.

Sowohl zuviel als auch zu wenig Apoptose kann jedoch pathologisch sein. Dies lasst sich an
der Entwicklung von Karzinomen sowie anhand der akuten und chronischen Schadigung von
Nervenzellen veranschaulichen. Wahrend bei vielen Karzinomen aufgrund eines fehlerhaften
Apoptoseprogramms die Elimination entarteter Zellen nicht gelingt, sind neben dem akuten
neuronalen Trauma und der Ischdmie vor allem die chronisch neurodegenerativen
Krankheiten, wie z.B. Morbus Alzheimer, Chorea Huntington, Morbus Parkinson und
amyotrophe Lateralsklerose durch eine Uberaktivitit des Apoptoseprogramms mit
fortschreitendem Untergang von Nervenzellpopulationen gekennzeichnet (Kermer und Bahr
2002).

1.1.2. Extrinsische und intrinsische Apoptosekaskade

Der apoptotische Prozess lauft kontrolliert nach einem genetisch festgelegten Programm ab,
das in der Evolution hoch konserviert ist. In S&ugetierzellen sind bisher mindestens zwei
Apoptosesignalwege im Detail untersucht worden, welche vereinfachend als extrinsischer und
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intrinsischer Weg bezeichnet werden. Zwischen diesen beiden Signalwegen gibt es mehrere
Querverbindungen (Kermer und Béhr 2002).

Wesentlicher Bestandteil der Apoptosekaskade sind die so genannten Caspasen
(cysteine aspartyl-specific proteases), die zu einer Familie intrazelluldrer Cysteinproteasen
gehdren. Zu ihren Substraten gehdren beispielsweise Proteinkinasen, Proteine des
Zytoskeletts und der nukledren Matrix, sowie DNA-Reparaturproteine, die Uber die Spaltung
an Aspartat-Resten aktiviert werden kénnen (Alnemri et al. 1996). Caspasen konnen Uber den
gleichen Mechanismus auch sich selbst und andere Caspasen aktivieren. Bisher konnten 14
verschiedene Caspasen identifiziert werden, von denen mindestens 11 im menschlichen
Genom zu finden sind (Reed 2002). Abhangig von ihrer N-terminalen Prodoméne werden sie
in Initiator- und Effektorcaspasen unterteilt (Reed 2000). Initiatorcaspasen (z.B. Caspase-1, -8
und -9) kénnen ber ihre lange Prodomane mit anderen aktivierenden Proteinen interagieren,
wéhrend fir die Prodomane der Effektorcaspasen (z.B. Caspase-3) bislang keine Funktion
bekannt ist (Kermer und Bahr 2002).

Der extrinsische Apoptoseweg wird durch die Bindung von Liganden an Rezeptoren der
TNF-Familie (z.B. Trail, Fas/CD95) in der Zellmembran initiiert. Diese Rezeptoren
interagieren Uber eine Death-Domane (DD) mit dem Death-Effektor-Doméane(DED)-Protein
Fadd, welches aus einer DD und einer DED besteht. Die Initiatorcaspase-8 verfuigt N-terminal
ebenfalls Uber eine DED, Uber die sie nach Interaktion mit der DED des Proteins Fadd
aktiviert wird. Caspase-8 aktiviert dann die Effektorcaspase-3, die den Tod der Zelle einleitet
(Kermer und Bé&hr 2002). Welche Rolle der extrinsische Weg im Rahmen der neuronalen
Apoptose spielt, ist noch unklar. Es konnte beispielsweise eine Caspase-8-Aktivierung in
Neuronen nach verschiedenen Todesstimuli beschrieben werden (Velier et al. 1999;
Martin-Villalba et al. 2001), wahrend eine Induktion neuronaler Apoptose Uber
Todesliganden und -rezeptoren noch kontrovers diskutiert wird.

Eine hohe Relevanz des intrinsischen Signaltransduktionsweges fur die neuronale Apoptose
konnte hingegen bereits anhand zahlreicher Knockout-Studien belegt werden (Yuan und
Yankner 2000). Der intrinsische Apoptoseweg wird durch mitochondrialen Stress initiiert,
wie z.B. DNA-Schadigung, erhohte Expression des Tumorsupressorgens p53, erhohten
Kalziumeinstrom nach Uberstimulation von Glutamatrezeptoren (Exzitotoxizitat),
Schéadigung der Plasmamembran, oxidativen Stress (Bildung freier Radikale) und
metabolischen Stress. Dies fihrt zur Bildung von Poren in der Mitochondrienmembran
(permeability transition pores) und zum Ausstrom mehrerer Apoptose-relevanter Molekiile

(Cytochrom-C, SMAC/Diablo, AIF (apoptosis-inducing factor)). Dieser Prozess wird durch
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Proteine der Bcl-2 Familie kontrolliert und moduliert, wobei es solche mit pro-apoptotischer
(z.B. Bax, Bad, Bid) und solche mit anti-apoptotischer (z.B. Bcl-2, Bcl-X.) Wirkung gibt
(Reed 2000). Das pro-apoptotische Bax bildet dazu beispielsweise Kanéle in der &uferen
Mitochondrienmembran, tber die es vermutlich zu einer Freisetzung von Cytochrom-C ins
Zytoplasma kommt (Green und Reed 1998). Heterodimerbildung und Verschiebungen des
Gleichgewichts zwischen pro- und anti-apoptotischen Bcl-2 Proteinen bestimmen die
Sensitivitat oder Resistenz einer Zelle gegenuber apoptotischen Stimuli (Reed 1997, 1998;
Kroemer und Reed 2000). Nachdem Cytochrom-C ins Zytoplasma gelangt ist, bildet es
zusammen mit Apaf-1 (apoptotic protease activation factor-1) und Caspase-9 einen
oligomeren Komplex, der zur Aktivierung von Caspase-9 fihrt (Li et al. 1997; Zou et al.
1999). Apaf-1 und Caspase-9 interagieren Uber eine in beiden Proteinen enthaltene
CARD-Domane (caspase-associated recruitment domain) (Qin et al. 1999). Die aktivierte
Caspase-9 spaltet und aktiviert schlieRlich die Effektorcaspase-3, die fir die Induktion der

Apoptose verantwortlich ist (Hengartner 2000).

1.2. Bax-Inhibitor-1 (BI-1)

1.2.1. Genetik

Bl-1 wurde erstmals aus dem Hoden adulter Ratten als so genanntes testis enhanced gene
transcript (TEGT) isoliert. Dieses Transkript konnte spater auch im Genom anderer Spezies
identifiziert werden (Walter et al. 1994, 1995). TEGT ist 1998 in BI-1 umbenannt worden,
nachdem es im Rahmen eines cDNA-screenings in Hefen auf der Suche nach humanen
Bax-Inhibitoren als solcher entdeckt worden ist (Xu Q und Reed 1998).

Bei Ratten findet sich das BI-1-Gen auf Chromosom 7, bei M&usen auf Chromosom 15, bei
Schweinen auf Chromosom 5 und bei Menschen auf Chromosom 12q12-q13 (Walter et al.
1994, 1995; Kim et al. 2003).

In Bl-1 aus Ratten konnten zwei verschiedene TATA-lose Promotor-Regionen (P1 und P2)
beschrieben werden, die die BI-1-Expression regulieren. Der distale Ratten-Bl-1-Promotor
kommt dabei ubiquitér im ganzen Organismus vor, wahrend der proximale Promotor nur im
Hoden gefunden werden konnte (Jean et al. 1999).

Bei BI-1 scheint es sich nicht um ein essentielles Gen zu handeln, da homozygot
Bl-1-negative Mause in der Entwicklung keinerlei schwerwiegende Verhaltensauffélligkeiten
oder histologische Veranderungen zeigten (Chae et al. 2004).
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1.2.2. BI-1 als integrales Membranprotein

Das humane BI-1-Protein besteht aus 237 Aminosduren und ist ein 25-27 kDa schweres
integrales Membranprotein mit 6-7 transmembranen Domdnen (Xu Q und Reed 1998).
Sowohl der N- als auch der C-Terminus zeigen dabei ins Zytoplasma, was an
Bl-1-Homologen aus Raps gezeigt werden konnte (Bolduc et al. 2003). Dafir spricht
auflerdem, dass in den meisten eukaryotischen BI-1-Proteinen eine RXR- und/oder
KKXX-dhnliche Aminosauresequenz in der Nahe des C-Terminus nachweisbar ist, was fur
Membranproteine, deren C-Terminus ins Zytoplasma zeigt, typisch ist (Shikano und Li 2003;
Huckelhoven 2004).

Uber den C-Terminus, der sich als essentiell fiir die Zelltod-regulierende Funktion von BI-1
erwiesen hat, erfolgen vermutlich Protein-Protein-Interaktionen (Yu LH et al. 2002; Chae et
al. 2003; Kawai-Yamada et al. 2004). Beispielsweise erfolgt die Interaktion von Bl-1 mit anti-
apoptotischen Bcl-2-Proteinen wie Bcl-2 und Bcl-X, Uber deren sogenannte BH4-Doméne.
BI-1 ist kein Mitglied der Bcl-2-Familie und verfiigt selbst nicht Gber eine BH4-Domane.
Eine Komplexbildung von BI-1 mit Bax ist aus diesem Grund nicht mdglich, da auch Bax,
wie die meisten pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine, nicht ber eine BH4-Doméne verfugt
(Xu Q und Reed 1998).

1.2.3. BI-1-Homologe

Bl-1 bzw. BIl-1-dhnliche Genprodukte finden sich in vielen Lebensformen. Am besten
untersucht sind Bl-1-Homologe, die sich aus verschiedenen Pflanzenspezies, wie z.B. AtBI-1
aus Senf (Arabidopsis thaliana), OsBI-1 aus Reis (Oryza sativa), HvBI-1 aus Gerste
(Hordeum vulgare), BnBI-1 bzw. BoBI-1 aus Raps (Brassica napus bzw. oleracea), NtBI-1
aus Tabak (Nicotiana tabacum) und LeBIl-1 aus Tomaten (Lycoopersicon esculentum)
isolieren lassen (Kawai et al. 1999; Sanchez et al. 2000; Huckelhoven et al. 2001; Bolduc und
Brisson 2002; Chae et al. 2003; Bolduc et al. 2003; Coupe et al. 2004). Aber auch in
Bakterien, Viren (z.B. verschiedene Zytomegalieviren, humanes Herpesvirus), Hefen und
Pilzen (z.B. Saccharomyces cerevisiae, Emericella nidulans), Insekten (z.B. Drosophila
melanogaster), Wiirmern (z.B. Caenorhabditis elegans), verschiedenen Saugetierspezies (z.B.
Ratten, Mause) und Menschen lassen sich Bl-1-Homologe nachweisen. Uber 200 Proteine mit
einer Homologie zu BI-1 konnten bisher in verschiedenen Eukaryoten und Bakterien
identifiziert und zum Teil verglichen werden (Kawai et al. 1999; Chae et al. 2003; Bolduc et
al. 2003).



-13 -

Auf Ebene der Aminosauresequenz weisen die oben genannten BI-1-Pflanzenhomologe alle
zu einem hohen Prozentsatz (teilweise Uber 90%) identische oder zumindest &hnliche
Aminosduren auf. Weitere Vergleiche von BI-1 aus Pflanzen mit humanem bzw. Ratten-Bl-1
haben eine zu 38-42% identische Amiosduresequenz ergeben, wahrend bei einem Vergleich
von Pflanzen-Bl-1 zu Drosophila-Bl-1 diese nur zu 26-28% identische Aminosauren zeigen
(Bolduc et al. 2003).

Aufgrund der starken strukturellen Ahnlichkeit der Homologe wird vermutet, dass BI-1
maoglicherweise bakteriellen Ursprungs ist, und tber einen horizontalen Gentransfer in das
eukaryotische Genom integriert wurde (Hickelhoven 2004). Eine &hnliche Evolution ist auch
fir andere Mitglieder der Apoptosekaskade, wie z.B. die Caspasen, bekannt (Aravind et al.
2001). Auch in seiner Funktion ist BI-1 hoch konserviert, was sich v.a. dadurch belegen lasst,
dass die verschiedenen Bl-1-Homologe auch in artfremden Geweben eine anti-apoptotische
Wirkung gegeniiber unterschiedlichen Zelltodinduktoren entfalten. Beispielsweise schiitzt
sowohl humanes als auch pflanzliches BI-1 in Hefen oder humanen Zellen vor
Bax-induziertem Zelltod (Xu Q und Reed 1998; Kawai et al. 1999; Bolduc et al. 2003).
Obwohl z.B. in Pflanzen- und Hefezellen physiologisch keine Homologe von Bax oder Bcl-2
existieren, kann BI-1 hier dennoch als Bax-Inhibitor wirken (Hiickelhoven 2004).

1.2.4. Expression von BI-1 in Pflanzen

Bl-1 ist nicht nur in vielen Spezies verbreitet, sondern es kommt auch innerhalb einzelner
Organismen beinahe ubiquitér vor. Dies gilt fur S&ugetiere, aber auch fiur verschiedene
Pflanzenarten. BI-1 kann in Reispflanzen beispielsweise sowohl in den Wurzeln als auch in
Trieben und Blattern lokalisiert werden (Kawai et al. 1999).

Die Expression von BI-1 kann dabei durch biotische und abiotische Zelltodstressoren
beeinflusst werden. In Gerstepflanzen lieR sich beispielsweise eine Expressionserhdhung von
endogenem HvBI-1 als Antwort auf die Interaktion mit dem Gerste-spezifischen
Schimmelpilz Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) feststellen (Hiickelhoven et al. 2001).
Eine leichte HvBI-1-Expressionssteigerung konnte sogar nach Behandlung von Gerste mit
einem Weizen-spezifischen Schimmelpilz (Blumeria graminis f.sp. tritic (Bgt)) beobachtet
werden. Eine Uberexpression von HvBI-1 in Gerstezellen fiihrte auRerdem zu einer Senkung
der Empfanglichkeit gegeniber einer Bgt-Penetration (Eichmann et al. 2004).

Eine gesteigerte Expression von endogenem AtBI-1 zeigte sich auflerdem sowohl nach der
Ausldsung von oxidativem Stress durch H,O, oder Salicylsdure in Arabidopsiszellen, als auch

nach mechanischer Verletzung der Bléatter der Arabidopsispflanze (Kawai-Yamada et al.
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2004; Sanchez et al. 2000). Nach Interaktion dieser Pflanze mit Erregern wie Escherichia coli
oder der virulenten bzw. avirulenten Form des phytogenen Bakteriums Pseudomonas syringae
pv tomato (DC3000), lie3 sich ebenfalls eine Induktion der AtBI-1-Expression nachweisen
(Sanchez et al. 2000). Analog konnte auch in Tomatenpflanzen eine Steigerung der eigenen
BI-1-Produktion nach stressabhéngiger H,O, - Akkumulation beobachtet werden. Der gleiche
Effekt zeigte sich ebenfalls nach Behandlung der Pflanzen mit Cucumber-Mosaic-
Virus-D-Satelliten-RNA (Xu P et al. 2003).

In verletztem oder infiziertem Pflanzengewebe kommt es somit in der Regel zu einer
Induktion der BI-1-Expression, was auf eine Involvierung von BI-1 in zelltodregulatorische
Prozesse hinweist. Bisher konnten flr pflanzliches BI-1 jedoch noch keine Promotorelemente
analysiert werden, die zu einem besseren Verstandnis der Verteilung und Regulation des

Bl-1-Expressionsmusters beitragen konnten (Hickelhoven 2004).

1.2.5. Wirkung von BI-1 in Pflanzen und Hefen

Auch bei Pflanzen und Hefen gibt es viele Elemente, die sich mit Prozessen der Apoptose in
Séugetierzellen Uberschneiden. Beispielsweise kommt es auch hier zu Ph&nomenen wie
Pyknose, Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung (Lam et al. 2001). Die Reaktion
(hypersensitive response (HR)) von Pflanzen auf Bakterien, Viren, Pilze, u.a. kann als eine
Form von programmiertem Zelltod beschrieben werden (Richberg et al. 1998; Ryerson und
Heath 1996). Schlisselsignale sind dabei u.a. die Akkumulation von H;O, und O
(Delledonne et al. 1998, 2001), die auch uber eine Freisetzung von Cytochrom-C und
verschiedenen lonen zum Zelltod fiihren (Rao und Davis 1999; Houot et al. 2001; Maxwell et
al. 2002; Tiwari et al. 2002).

Viele Apoptoseinduktoren, wie z.B. H,0,, Salicylsdure oder Bax, greifen in das zelleigene
Redox-System von Pflanzen ein und 16sen so eine HR-Reaktion aus (Rao und Davis 1999;
Alvarez 2000; Hoeberichts und Woltering 2003; Baek et al. 2004). Bl-1 zeigte dabei
gegenlber solchen Stressoren eine vorwiegend anti-apoptotische Wirkung, wobei bisher nicht
klar ist, an welcher Stelle BI-1 in die HR-Reaktion eingreift, da die begleitende H,O, - und
O~ Akkumulation oft unbeeinflusst blieb.

So konnten BI-1-berexprimierende Hefen beispielsweise vor Zelltod durch H,O, und Hitze
geschitzt werden. Umgekehrt flhrte die Ausschaltung des endogenen BI-1 zu einer
Sensibilisierung von Hefezellen gegeniiber diesen Stressoren. In LeBl-1-liberexprimierenden
Tabakpflanzen konnte ebenfalls, nach Zelltodinduktion durch Hitze, Kélte und Salz, eine

erniedrigte Apoptoserate nachgewiesen werden (Chae et al. 2003). In BY-2-Tabakzellen, in
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denen die endogene Expression von NtBI-1 unterdriickt worden war, lieR sich umgekehrt eine
deutlich beschleunigte Apoptoserate im Vergleich zu Kontrollzellen beobachten, nachdem die
Zellen durch Sucroseentzug und hypo-osmotischen Schock gestresst worden waren (Bolduc
und Brisson 2002).

Ein protektiver Effekt von BI-1 konnte auBerdem in vivo und in vitro nach
Apoptoseinduktion durch Bax in Arabidopsispflanzen und -protoplasten bestatigt werden.
AtBI-1-lberexprimierende Arabidopsis-Protoplasten wurden dabei nicht direkt ber einen
Eingriff in die durch Bax ausgeldsten oxidativen Prozesse geschiitzt, sondern tber einen noch
nicht weiter bekannten H,O, - bzw. O, - unabhdngigen Weg (Baek et al. 2004,
Kawai-Yamada et al. 2001). Hefezellen konnten nach Uberexpression von Bl-1 aus Pflanzen,
Hefen oder Drosophila gleichermaRen vor Bax-induziertem Zelltod geschitzt werden (Kawai
et al. 1999; Sanchez et al. 2000; Chae et al. 2003).

1.2.6. Expression von BIl-1 in humanen Zellen und Tumoren

Auch im  Saugetierorganismus ist  Bl-1  beinahe  ubiquitdar  nachweisbar.
Expressionsmusteranalysen mit Hilfe von RNA-blots haben ergeben, dass BI-1 in vivo in den
meisten Organen der Maus, wie z.B. Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber,
Skelettmuskulatur, Niere und Pankreas exprimiert wird (Xu Q und Reed 1998). Eine
physiologisch erhohte Bl-1-Produktion konnte in priméren Gelbkdrperzellen aus den Ovarien
von IVF(in-vitro-Fertilisation)-Patientinnen nach Behandlung mit den Gonadotropinen LH
(luteinesierendes Hormon) und FSH (follikelstimulierendes Hormon) festgestellt werden. LH
und FSH beeinflussen cAMP-abhangig Proliferation und Hormonproduktion des Ovars. Es
wird spekuliert, dass BI-1 tiber LH eine protektive Wirkung gegeniiber AbstoRungsreaktionen
auf den Gelbkorper hat (Sasson et al. 2004).

Aber auch in verschiedenen Tumorgeweben findet sich eine vorwiegend gesteigerte
Expression von BI-1. Beispielsweise zeigte sich in Gliomzellen eine erhéhte Bl-1-Produktion
im Vergleich zur niedrigen Bl-1-Basisproduktion des normalen Hirngewebes (Schmits et al.
2002). Ahnliche Ergebnisse lieferten Untersuchungen an Uterus-, Ovarial- und
Lungen-Karzinomen (Grzmil et al. 2006; Tanaka et al. 2006).

In Brustkrebszellen liel} sich ebenfalls eine gesteigerte Bl-1-Expression im Vergleich zu
gesundem Brustgewebe nachweisen (van’t Veer et al. 2002). Nach Behandlung mit dem
Antitstrogen Tamoxifen zeigte sich dagegen eine erniedrigte Bl-1-Expression (del Carmen
Garcia Molina Wolgien et al. 2005). Umgekehrt konnte in Ostrogen-unabhangigen, nicht

jedoch in Ostrogen-abhangigen, humanen Mamma-Karzinom-Zelllinien, nach Ausschaltung
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von BI-1, eine signifikant gesteigerte spontane Apoptoserate beobachtet werden (Grzmil et al.
2006). Es zeigt sich somit, dass Bl-1 eine wichtige Rolle in der Apoptoseregulation von
Brustkrebs spielt, in Expression und Wirkung jedoch von verschiedenen Faktoren beeinflusst
werden kann.

Analysen von Zellen aus Prostata-Karzinomen haben ergeben, dass in den meisten Tumoren
dieser Art die BI-1-Expression im Vergleich zu gesundem Prostataepithel deutlich erhéht ist.
Nach Degradierung zelleigener BI-1-mRNA kam es in verschiedenen Prostata-Karzinom-
Zellinien zu einer Caspase-3-Aktivierung und spontaner Apoptose. BI-1 scheint somit auch
Karzinomzellen der Prostata vor Apoptose zu schiitzen und kénnte einen Angriffspunkt fir
neue Therapieformen darstellen (Grzmil et al. 2003).

Auch in ALK (anaplastic large cell kinase)-positiven Zellen einer Zelllinie (COST) aus einem
anaplastischen groRzelligen Lymphom (ALCL) konnte eine erhohte BI-1-Expression
nachgewiesen werden (Villalva et al. 2002). Das anti-apoptotische Protein Bcl-2 war im
Gegensatz dazu in diesen Zellen bis zur Nachweisgrenze herunter reguliert (Schlaifer et al.
1996), weswegen es Uberlegungen gibt, dass in diesen Zellen eine hohe BI-1-Produktion der
Kompensation des praktisch fehlenden Bcl-2 dient (Villalva et al. 2002).

Die tatsichliche Bedeutung der Bl-1-Uberexpression in humanen Tumoren ist bisher noch
wenig erforscht. Auch ist bisher wenig Uber die Faktoren bekannt, die die BI-1-Expression
regulieren oder beeinflussen koénnen. Es zeigt sich jedoch, dass BI-1 ebenfalls in

zellprotektive Prozesse der Apoptoseregulation von Tumoren involviert ist.

1.2.7. Wirkung von BI-1 in humanen Zellen

Uber die Wirkung von BI-1 in humanen Zellen ist bisher weitaus weniger bekannt, als tber
die Wirkung in Pflanzenzellen. Insgesamt l&sst sich eine vorwiegend anti-apoptotische
Wirkung von BI-1 anhand einiger Experimente mit verschiedenen humanen Zelllinien
bestétigen. Es hat sich jedoch gezeigt, dass die anti-apoptotische Wirkung von BI-1 primar
vom Apoptosestimulus abhangig zu sein scheint.

In 293-HEK (human-embryonic-kidney)-Zellen konnte beispielsweise eine protektive Wirkung
von pflanzlichem NtBI-1, BnBI-1 (Bolduc et al. 2003) und humanem BI-1 (Xu Q und Reed
1998) gegeniiber Bax-induzierter Apoptose dokumentiert werden. Umgekehrt fiihrte die
Hemmung des zelleigenen BI-1-Proteins in diesen Zellen zur Induktion von Apoptose (Xu Q
und Reed 1998). In HelLa229-Zellen (humane Zervix-Adenokarzinom-Zellen) sind
Experimente mit dem pathogenen, obligat intrazelluldaren Bakterium Chlamydia psittaci als

Zelltodinduktor durchgefiihrt worden, wodurch es ebenfalls zu einer Aktivierung von Bax
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kommt. Eine transiente Bl-1-Uberexpression in infizierten Zellen filhrte, Uber einen
mutmaBlich Caspase-unabhéngigen Weg, zu einer Reduktion der Apoptoserate von bis zu
90% (Perfettini et al. 2002). Auf ahnlich hohem Niveau wie Bcl-2 konnte Bl-1 auf3erdem in
FL5.12-Zellen  (Interleukin-3-abhé&ngige pro-B-Lymphozyten) vor Apoptose durch
Interleukin-3-Entzug schiitzen (Xu Q und Reed 1998).

Gegenuber direkten Induktoren des extrinsischen Apoptosewegs konnte dagegen bisher keine
anti-apoptotische Wirkung von Bl-1 dokumentiert werden. Beispielsweise zeigte sich kein
protektiver Effekt in Bl-1-Uberexprimierenden 293-HEK-Zellen nach Behandlung mit dem
TNF-Rezeptor Fas/CD95 (Xu Q und Reed 1998). In stabil transfizierten HT1080-Zellen
(humane Fibrosarkom-Zelllinie) konnte BI-1 analog dazu nicht vor Apoptose durch
anti-Fas-Rezeptor-Antikérper schutzen. Diese Ergebnisse konnten auch in priméren
embryonalen Fibroblasten, Hepatozyten und Neuronen aus Bl-1-Knockout-M&usen bestéatigt
werden. Nach Behandlung der Zellen mit anti-Fas-Rezeptor-Antikérpern konnte auch hier
kein signifikanter Unterschied in der Uberlebensrate der BI-17-Knockout-Zellen im
Vergleich zu BI-1"*-Zellen aus Kontrollmausen festgestellt werden (Chae et al. 2004). In
anderen Experimenten sind Zellen der Kolon-Karzinom-Zelllinien SW480 und HCT116 mit
dem TNF-Rezeptor-Liganden TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand) behandelt worden. TRAIL ist ebenfalls ein potenter Apoptoseinduktor des
extrinsischen Wegs in vielen Tumorzelllinien, wahrend gesunde Zellen vor seinen
zytotoxischen Effekten geschutzt sind (Walczak et al. 1999; Ashkenazi et al. 1999). Eine
Bl-1-Uberexpression konnte in diesem Modell ebenfalls nicht vor Apoptose schiitzen (Burns
und EI-Deiry 2001).
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1.3. Fragestellung dieser Arbeit

Zusammenfassend présentiert sich Bl-1 als ein strukturell und funktionell konserviertes
integrales Membranprotein, dessen C-Terminus essentiell fur seine Funktion ist. Bl-1 konnte
sowohl in verschiedenen Eukaryoten als auch in Prokaryoten und Viren nachgewiesen
werden. Es wird in Pflanzen und Séaugetieren weitgehend ubiquitdr exprimiert. Die
Bl-1-Expression kann durch verschiedene abiotische und biotische Stressoren beeinflusst
werden und ist in vielen Tumoren erhoht.

Zum jetzigen Stand der Forschung gibt es vorwiegend Erkenntnisse Uber BI-1 und seine
Funktion als Apoptoseregulator anhand von Untersuchungen in Hefen, Pflanzen und
verschiedenen humanen Tumorzelllinien. Die Wirkung von BI-1 in Neuronen ist jedoch
bisher kaum betrachtet worden.

Daher beschéftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Frage nach der Relevanz von BI-1 fir
die neuronale Apoptose. Ein besonderes Augenmerk wird dabei auf die intrazelluléare
Lokalisation von BI-1 in Neuronen gelegt. Aber auch die Funktion von BI-1 gegenlber
verschiedenen Apoptosestimuli wird anhand von in-vitro-Experimenten in verschiedenen

neuronalen Zelllinien untersucht.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Klonierung der BI-1-Plasmide

Klonierung beschreibt die Einfiihrung eines DNA-Fragments (Insert) in ein Plasmid (zirkulére
Doppelstrang-DNA). Durch einen Verdau mit sogenannten Restriktionsenzymen wird die
Plasmid-DNA an entsprechenden Punkten (Restriktionsstellen) geschnitten und das passende
Fragment mit Hilfe des Enzyms Ligase in die Sequenz eingefuigt (Ligation). Hierbei kdnnen
auch kurze Erkennungssequenzen, sogenannte tags, an das Gen von Interesse angehédngt
werden (z.B. HA-, FLAG-, GFP-tag). Uber ein so kloniertes Plasmid wird die Vermehrung
des DNA-Fragments, die Expression in Zellen verschiedener Spezies und die Selektion durch

Antibiotika ermdglicht.

2.1.1. BI-1-HA-Plasmid

Zur Konstruktion eines C-terminal HA-getaggten BI-1-Plasmids, wurde die 0,7 kb
Bl-1-cDNA mit Hilfe der Restriktionsenzyme EcoR | und Xho I in die Klonierungsstelle
eines pcDNA3-HA-Vektors kloniert. HA (Hamagglutinin) determiniert eine kurze Sequenz,
bestehend aus 11 Aminosduren, Uber die das Bl-1-Protein in Immunoblots detektiert werden
kann. Der eukaryotische pcDNAS3-Expressionsvektor (5,4 kb) enthélt eine bakteriell
exprimierbare Ampicillin-Antibiotikaresistenzkassette, ein virales CMV-Promotor-Element,
ein SV40-Replikationsstart-Element und eine Neomycinresistenz-Expressionskassette, tber
die eine Selektion transfizierter eukaryoter Zellen mdglich ist (Invitrogen, Groningen,
Niederlande). Das BI-1-HA-Plasmid wurde freundlicherweise von Prof. John C. Reed,

Burnham Institute (La Jolla, CA, USA) zur Verfugung gestellt.

2.1.2. BI-1-GFP-Plasmid

Zur Konstruktion eines C-terminal GFP-getaggten Bl-1-Plasmids, wurde die BI-1-cDNA aus
dem BI-1-HA-Plasmid herausgeschnitten und ebenfalls Gber EcoR 1 und Xhol in die
Klonierungsstelle eines pEGFP-N2-Vektors (Clontech, Palo Alto, CA, USA) kloniert.

GFP detektiert ein fluoreszierendes 28 kDa Quallenprotein, welches nach Anregung durch
blaues oder UV-Licht, grin fluoresziert (Prasher et al. 1992). EGFP ist eine GFP-Variante,
welche in humanen Zellen schneller und effizienter exprimiert wird als Wildtyp-GFP. Der

PEGFP-N2-Expressionsvektor (4,7 kb) enthalt eine in E. coli-Bakterien exprimierbare
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Kanamycin-Antibiotikaresistenzkassette, und ebenfalls ein virales CMV-Promotor-Element,
ein SV40-Replikationsstart-Element und eine Neomycinresistenz-Expressionskassette, zur
mdoglichen Selektion transfizierter Zellen mit den Antibiotika Neomycin bzw. G418
(Clontech).

2.2.  Amplifikation der Bl-1-Plasmide

2.2.1. Transformation kompetenter Bakterien

Fur die Amplifikation ligierter Plasmide wird die Eigenschaft einiger Bakterien ausgenutzt,
ringformige DNA unabhangig von ihrem eigenen Genom vervielfaltigen zu kénnen. Uber
eine Transformation werden Plasmide in kompetente (d.h. aufnahmeféhige) Bakterien
eingebracht.

Sowohl das BI-1-HA-, als auch das BI-1-GFP-Plasmid wurden Uber eine
Kalziumchlorid-vermittelte Transformation mit Hilfe von plétzlichen Temperaturanderungen
in Bakterien eingeschleust. Als kompetente Bakterien wurden bei —-80°C in steriler
Kalziumchlorid-Ldsung gelagerte E. coli DH5a-Bakterien (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
verwendet. Fir die Transformation wurden jeweils 100 pl kompetente E. coli-Bakterien mit je
5 ul BI-1-HA- bzw. BI-1-GFP-Ligationsansatz versetzt. Nach Inkubation fur 30 min. auf Eis
wurden beide Transformationsansatze im Wasserbad fir 45 sek. auf 42°C erhitzt und
anschlieBend sofort auf Eis abgekihlt. Zur Vermehrung der Bakterien wurden die Proben in je
250 pl sterilem SOC-Medium aufgenommen und fir eine Stunde bei 37°C geschuttelt. Flr
ein selektives Wachstum von einzelnen Bakterienkolonien wurden die mit BI-1-HA
transformierten Bakterien dunn auf sterilem Ampicillin-haltigen LB-Agar ausgesat, wahrend
Bl-1-GFP transformierte Bakterien auf Kanamycin-haltigem LB-Agar ausplattiert wurden.
Nach Inkubation fur 24 Stunden bei 37°C konnten auf diesen Selektionsnahrbdden aufgrund

der Antibiotikaresistenzen beider Bl-1-Plasmide nur erfolgreich transformierte Bakterien

wachsen.
Kalziumchlorid-L6sung 60 mM CacCly; 15 % Glycerol; 10 mM PIPES (pH 7,0)
SOC-Medium 0,5 % Hefeextrakt; 2 % Tryptone; 10 mM NacCl; 2,5 mM KCI;
10 mM MgCly; 10 mM MgSQO,; 20 mM Glukose
Antibiotika-haltiger LB-Nahrboden 100 ug/ml Ampicillin bzw. Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
10 pg/ml Kanamycin Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
in LB-Agar
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LB-Agar 30 g/l LB-Agar Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)

in purifiziertem H,0O

2.2.2. Mini-Préaparation

Mit Hilfe von Plasmid-Praparationen kénnen amplifizierte Plasmide wieder aus Bakterien
isoliert werden. Durch die Eluation von Plasmiden Uber eine Mini-Préparation kann
Plasmid-DNA in analytischen Mengen (etwa 20 pg) gewonnen werden.

Nach Transformation wurden flr beide Bl-1-Plasmide mehrere Bakterienkolonien von der
Agarplatte in je 2 ml Ampicillin- bzw. Kanamycin-haltiges LB-Medium uberfihrt und unter
Schitteln fir 16 h bei 37°C selektiv amplifiziert. Von jedem Ansatz wurde die Halfte fiir eine
Mini-Praparation verwendet, waéhrend die andere Hélfte bei 4°C fur eine spétere

Maxi-Praparation asserviert wurde.

Antibiotika-haltiges L B-Medium 100 pg/ml Ampicillin bzw. Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
10 ug/ml Kanamycin Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
in LB-Medium
LB-Medium 20 g/l LB Broth (Lennox) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
in purifiziertem H,0O

Die Mini-Praparation wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Plasmid-Préparations-Kits der Firma
QIAGEN (Hilden) mit beiliegenden Puffern nach dem beigefiigten QlAprep Spin Plasmid-
Standardprotokoll durchgefihrt.

Zur Lysierung der Bakterien wurden, nach kurzer Zentrifugation, die Pellets aller
Mini-Praparations-Ansatze nacheinander mit je 250 ul Puffer P1 (Resuspensionspuffer),
250 pl Puffer P2 (Lysepuffer) und 350 ul Puffer N3 resuspendiert. Nach Abzentrifugieren des
Bakteriendetritus bei 10000 x g fur 10 min. bei Raumtemperatur, wurde der DNA-haltige
Uberstand in QIlAprep-Spin-Saulen tberfithrt. Durch anschlieRende Zentrifugation bei
10000 x g fiir 30-60 sek. bei Raumtemperatur wurden DNA und Uberstand getrennt, wobei
die DNA in den Séulen verblieb. Die DNA wurde in zwei Schritten mit je 0,5 ml Puffer PB
(inaktiviert Nukleasen) und 0,75 ml Puffer PE gewaschen. Die Waschpuffer wurden
zwischenzeitlich durch kurzes Abzentrifugieren entfernt. Durch Zugabe von je 50 pl
TE-Puffer und anschlielender kurzer Zentrifugation wurden die Plasmide aus den Sdulen
eluiert und spater bei 4°C gelagert. Reinheit und Konzentration der gewonnenen
Plasmid-DNA wurden mit Hilfe eines Bio-Photometers der Firma Eppendorf (Hamburg)

bestimmt.
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Alle so gewonnenen Plasmidansatze wurden Uber einen Restriktionsenzymverdau (2.3.) auf
Anwesenheit der BI-1-HA- bzw. BI-1-GFP-Inserts im Plasmid Uberprift. Anhand des
Verdaus wurden fir beide BI-1-Inserts Mini-Préparations-Ansatze fir eine weitere
Plasmidamplifikation im GrolRansatz mit anschlieRender Maxi-Praparation ausgewahlt.

‘ TE-Puffer (pH 8,0) ‘ 10 mM Tris-Cl (pH 8,0); 1 mM EDTA

2.2.3. Maxi-Préparation

Uber eine Maxi-Praparation kann Plasmid-DNA in préaparativen Mengen (etwa 500 pg) aus
transformierten Bakterien gewonnen werden. Ausgangspunkt fur die Maxi-Praparation war
fir beide BI-1-Inserts jeweils ein (ber den Restriktionsenzymverdau ausgewahlter
Mini-Préparations-Ansatz. Die Bakterien beider Mini-Praparations-Ansédtze wurden hierzu,
nach Uberfiihrung in jeweils 200 ml Ampicillin- bzw. Kanamycin-haltiges LB-Medium, fir
16 h bei 37°C selektiv amplifiziert.

Die Maxi-Préparation wurde mit Hilfe des QIAfilter Plasmid Maxi-Préparations-Kits
(QIAGEN) mit beiliegenden Puffern nach dem beigefuigten Protokoll durchgefiihrt. Dieses ist
bis auf die Einfiihrung zusétzlicher Reinigungsschritte mit der Mini-Préparation vergleichbar.
Auf eine ausfihrliche Darstellung wird deshalb verzichtet.

Nach erneuter Kontrolle der Inserts tiber einen weiteren Restriktionsenzymverdau (2.3.) und
eine zusétzliche Sequenzierung (2.4.), wurden die so gewonnenen Bl-1-HA- bzw. BI-1-GFP-

Plasmidansétze fir alle weiteren Experimente verwendet.

2.3. Restriktionsenzymverdau

2.3.1. Restriktionsenzymverdau

Uber einen Restriktionsenzymverdau kann die Anwesenheit eines Inserts in der
Klonierungsstelle eines Plasmidvektors tberprift werden. Dazu wird amplifiziertes Plasmid
z.B. mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut, Uber die das Insert in den Vektor kloniert
worden ist.

Die BI-1-HA- bzw. BI-1-GFP-Inserts wurden nach Mini- und Maxi-Praparation mit den
Restriktionsenzymen EcoR | und Xho I aus ihren Plasmidvektoren geschnitten. Der BI-1-HA-
Plasmidansatz wurde zusétzlich mit weiteren Enzymen (Bam HI, Hind I1l, Xba I) verdaut,
welche das Plasmid innerhalb der Klonierungsstelle bzw. innerhalb des Inserts an bestimmten

Restriktionsstellen schneiden. Die verschiedenen Restriktionsenzymverdau-Ansatze wurden
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fir jeweils 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Inaktivierung der Enzyme wurden die Proben
bis zur Agarosegelelektrophorese bei 4°C gelagert. Alle verwendeten Reagenzien wurden
unter vom Hersteller (NEB, Frankfurt a.M.) empfohlenen Temperatur- und
Pufferbedingungen kombiniert.

EcoR I/Xho I-Verdau Bam HI-Verdau Hind 111/Xba I-Verdau

(20 pl-Ansatz) (20 pl-Ansatz) (20 pl-Ansatz)
1 ng Plasmid-DNA 1 pg Plasmid-DNA 1 pg Plasmid-DNA

0,5 ul EcoR 1; 0,5 ul Xho | 0,5 ul Bam HI 0,5 ul Hind 111; 0,5 ul Xba |
2 ul 10 x EcoR I-Puffer 2 ul 10 x Bam HI-Puffer 2 ul 10 x Puffer 2

in purifiziertem H,O 0,2 ul 100 x BSA (10 mg/ml) 0,2 ul 100 x BSA (10 mg/ml)

in purifiziertem H,0O in purifiziertem H,0O

1 x EcoR I-Puffer (pH 7,5 bei 25°C) 50 mM NaCl; 100 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 0,025 % Triton X-100

1 x Bam HI-Puffer (pH7,9 bei 25°C) 150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 1 mM DTT

1 x Puffer 2 (pH 7,9 bei 25°C) 50 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 1 mM DTT

2.3.2. Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese konnen DNA-Fragmente in einem elektrischen Feld
der GroRe nach aufgetrennt werden. Die DNA wandert dabei aufgrund von negativ geladenen
DNA-Bestandteilen zur Anode.

Die Agarosegelelektrophorese wurde mit Hilfe des Mini-Sub® Cell GT-Systems der Firma
Bio-Rad (Hercules, CA, USA) durchgefuhrt. Nach dem Verdau wurden dazu 8 ul von jeder
Probe im Verhaltnis 4:1 mit Ladepuffer (Nucleic Acid Sample Loading Buffer 5 x, Bio-Rad)
versetzt und in die Taschen eines Ethidiumbromid-haltigen 1 % Agarosegels (Volumen
40 ml) aufgetragen. Als DNA-Marker wurden jeweils 2 pl GIBCO® 1 kb plus-Marker der
Firma Invitrogen verwendet. Die DNA-Fragmente wurden in TBE-Puffer bei
Raumtemperatur fiir etwa eine Stunde bei 100 Volt aufgetrennt (Trennstrecke ca. 7 cm). Uber
die Fluoreszenzaktivitat des interkalierenden Ethidiumbromids konnte die DNA anschliel3end,
nach Anregung durch UV-Licht, in einem Gel doc-Imager (Bio-Rad) mit Hilfe des
Computerprogramms Quantity One 4.2.1 sichtbar gemacht werden.

Agarosegel 1 % Agarose SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg)
0,006 % Ethidiumbromid (10 mg/ml) Sigma-Aldrich (Steinheim)
in TBE-Puffer

TBE-Puffer 84 mM/I Tris-Base; 89 mM/I Borséure; 2 mM/I Na,-EDTA
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2.4. Sequenzierung der BI-1-DNA

Da Uber einen Restriktionsenzymverdau nur Lage und Anwesenheit, nicht aber die korrekte
Basenfolge eines Inserts in einem Plasmid Uberprift werden kann, wurde zusatzlich eine
Sequenzierung durchgefihrt, wodurch die genaue Nukleotidsequenz eines DNA-Fragments
ermittelt und, zum Ausschluss von Mutationen, mit der in Gendatenbanken verzeichneten
bekannten Basenfolge verglichen werden kann.

Methodisch beruht die Sequenzierung auf einem von Fred Sanger und Alan Coulson
entwickelten PCR-&hnlichen Prinzip (Sanger et al. 1977). Bei einer Sequenzierungs-PCR
werden einem Standard-PCR-Ansatz, zusétzlich zu den regularen Desoxynukleotiden
(dNTPs), ddNTPs der A-, T-, C- und G-Form hinzugefiigt. Dabei handelt es sich um mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Didesoxynukleotide, denen an der
3’-Position der Desoxyribose die Hydroxylgruppe fehlt, die fur die Verlangerung des DNA-
Stranges notwendig ist. Nach Einbau eines ddNTPs kommt es zu einem Abbruch der
DNA-Synthese, wodurch keine vollstandigen Kopien der Template-DNA, sondern nur
mehrere unterschiedlich lange komplementare DNA-Fragmente synthetisiert werden kénnen.
Die Nukleotidsequenz der gesamten zu sequenzierenden DNA wird nach Auftrennung dieser
DNA-Fragmente der GroRe nach, mit Hilfe der spezifischen Fluoreszenzmarkierung der vier
verschiedenen ddNTPs ermittelt.

Die doppelstrangige BI-1-DNA des Bl-1-HA- und des Bl-1-GFP-Konstrukts wurde in je zwei
Ansatzen in beide Leserichtungen unter Verwendung spezifisch konstruierter Primer
sequenziert, die jeweils ihren spezifischen Ansatzpunkt an den Enden der Klonierungsstellen
der Vektoren haben. Alle PCR-Ansétze wurden auf Eis in autoklavierten Reaktionsgeféal3en
angesetzt. Die Sequenzierungs-PCR wurde in einer Cyclone 25-PCR-Maschine der Firma
PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) durchgefihrt. Zur Fallung und Aufreinigung der
DNA wurden die PCR-Ansatze mit je 1 ul 3M Natriumacetat und 25 ul 100 % Ethanol
absolut versetzt und fur 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation bei
Raumtemperatur fur 20 min. bei 16060 x g wurde jedes Pellet in 1 ml 70 % Ethanol
aufgenommen und erneut bei Raumtemperatur fir 10 min. bei 16060 x g abzentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstands wurde die DNA aller PCR-Ansatze fir 15 min. bei
Raumtemperatur getrocknet und bis zur Sequenzierung bei -20°C gelagert. Die
Sequenzierung wurde, nach Resuspension der DNA, in einem automatischen Sequenzer (ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer) der Firma Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
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durchgefiihrt. Die so erhaltene Basenfolge wurde anschlielend manuell mit der bekannten
Bl-1-Sequenz (Xu Q und Reed 1998) verglichen.

PCR-Ansatz , vorwarts* (10pul)

PCR-Ansatz , riickwarts* (10ul)

500 ng Plasmid-DNA
2 pl Primer (5 pmol/pul)
T7-Primer fur BI-1-HA bzw.
pPEGFP-Primer 1 fur BI-1-GFP
2 ul Sequenzier-Mix

in H,O+DEPC

500 ng Plasmid-DNA

2 pl Primer (5 pmol/pl)
Sp6-Primer fur BI-1-HA bzw.
PEGFP-Primer 2 fur BI-1-GFP

2 pl Sequenzier-Mix

in H,O+DEPC

SEQLAB (G6ttingen)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Applied Biosystems
(Foster City, CA, USA)

Primer-Sequenzen

T7-Primer

5‘- TAATACGACTCACTATAGGG -3¢

Sp6-Primer

5'- ATTTAGGTGACACTATAG -

3

PEGFP-Primer 1 (565 bp-591 bp)

5’- AGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCC -3’

PEGFP-Primer 2 (749 bp-728 bp)

5’- GTCGCCGTCCAGCTCGACCAGG -3’

Sequenzier-Mix
(ABI PRISM ®Big Dye™

Terminator-Sequenzier-Mix, Version 2.0)

dNTPs (dATP, dCTP, dITP, dUTP)
ddNTPs (ddATP [R6G], ddCTP [ROX], ddGTP [R110], ddTTP [TAMRA])

Ampli Tag-DNA-Polymerase
MgCl,, Tris-HCI-Puffer (pH 9,0)

[...] = Fluoreszenzmarkierung

Sequenzierprogramm Denaturierung 1 min. 94°C
Schritt 1 15 sek. 96°C 30 Zyklen
Schritt 2 45 sek. 55°C
Schritt 3 4 min. 60°C

2.5.  Zelllinien

2.5.1. 293-HEK-Zellen

293-HEK-Zellen stammen von priméren humanen embryonalen Nierenzellen ab und wurden

durch Transformation mit Adenovirus-Typ-5-Fragmenten immortalisiert (Graham et al.

1977). Die Zellen wachsen Fibroblasten-artig als Monolayer und exprimieren neben

Cytokeratinen und Vimentin auch Neurofilamente.

2.5.2. CSM14.1-Zellen

CSM14.1-Zellen sind nigro-striatale Rattenzellen, die durch Einfuhrung eines Temperatur-

sensitiven SV40-large-T-Antigens immortalisiert wurden. Die Zellen sind Neomycin-resistent
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und koénnen (ber das Temperatur-sensitive SV40-large-T-Antigen bei 39°C differenziert
werden (Zhong et al. 1993).

2.5.3. SH-SY5Y-Zellen

Bei SH-SY5Y-Zellen handelt es sich um eine humane Neuroblastom-Zelllinie, die als
Sublinie aus der Neuroepithelom-Zelllinie SK-N-SH hervorgegangen ist. SH-SY5Y-Zellen
sind sympathische adrenerge Ganglienzellen (Scott et al. 1986), die 1970 aus der
Knochenmarkbiopsie eines vierjahrigen Madchens mit metastasierendem Neuroblastom
isoliert wurden (Biedler et al. 1973). Sie wachsen Epithel-artig als Monolayer bzw. in

Clustern (bei hoher Konfluenz) und exprimieren Neurofilamente und Vimentin.

2.6. Zellkultur

2.6.1. Kultivierung, Differenzierung, Fixierung
293-HEK-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in Cellstar® 10-cm-Rundschalen
(60 cm?) der Firma Greiner (Kremsmiinster, Osterreich) in Kulturmedium bei 37°C, 5 % CO,

und Wasserdampf-gesattigter Atmosphare kultiviert.

Kulturmedium DMEM (4,5 g/l Glukose) mit L-Glutamin und | PAA (Pasching, Ostrerreich)
Natrium-Pyruvat
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin | PAA (Pasching, Ostrerreich)
10 % FBS gold PAA (Pasching, Ostrerreich)

CSM14.1-Zellen wurden ebenfalls in Kulturmedium in 10-cm-Rundschalen, allerdings bei
32°C, 5 % CO, und Wasserdampf-gesattigter Atmosphare kultiviert. Differenziert wurden die
Zellen durch Inkubation bei 39°C unter sonst gleichen Bedingungen. Zum Fixieren wurden
die Zellen, nach zwei Waschschritten mit PBS, fur 10 min. bei Raumtemperatur mit CSM-

Fixans versetzt, das anschliefend durch drei weitere Waschschritte mit PBS entfernt wurde.

CSM-Fixans (pH 7,5) 4% PFA Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)
in PBS

SH-SY5Y-Zellen wurden, wie auch 293-HEK-Zellen, in 10-cm-Rundschalen bei 37°C,
5% CO, und Wasserdampf-gesattigter ~ Atmosphdre  kultiviert, allerdings in

SH-SY5Y-Kulturmedium. Differenziert wurden die Zellen durch Inkubation in
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Retinolsaure-Medium unter sonst gleichen Kulturbedingungen (Harrison et al. 1998, Yu X et
al. 2003). Zum Fixieren wurden SH-SY5Y-Zellen fir 10 min. bei Raumtemperatur in
SH-SY5Y-Fixans inkubiert. Aufgrund einer schlechten Adherenz der Zellen, wurde dazu 8 %
PFA-LGOsung (in PBS, pH 7,5) direkt 1:1 mit SH-SY5Y-Medium verdunnt. Das Fixans wurde

anschlieBend durch dreimaliges Waschen mit PBS wieder entfernt.

SH-SY5Y-Kulturmedium DMEM (4,5 g/l Glukose) mit L-Glutamin und | PAA (Pasching, Ostrerreich)

Natrium-Pyruvat
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin | PAA (Pasching, Ostrerreich)

15 % FBS gold PAA (Pasching, Ostrerreich)
Retinolsdure-Medium 10 uM Retinolséure Sigma-Aldrich (Steinheim)

in SH-SY5Y-Kulturmedium
SH-SY5Y-Fixans 4% PFA Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)

in SH-SY5Y-Medium

2.6.2. Passagierung

Zum Passagieren unter sterilen Bedingungen wurden konfluente Zellen einmal mit PBS
gewaschen. 293-HEK- und CSM14.1-Zellen wurden, zum Losen des Zellrasens, fir 10 min.
bei 37°C bzw. 32°C in 2-3ml 1x Trypsin inkubiert. SH-SY5Y-Zellen wurden (ohne
Waschen in PBS) fir 2 min. bei 37°C mit 1 x Trypsin versetzt. Das Trypsin wurde mit der
doppelten bis dreifachen Menge Kulturmedium neutralisiert. Die Zellen wurden anschlieRend
bei 390 x g fiir 5 min. bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes
wurden sie in 1 ml des jeweiligen Kulturmediums wieder aufgenommen und auf die funf- bis

zehnfache Kulturflache ausplattiert.

1 x Trypsin 10 x Trypsin PAA (Pasching, Ostrerreich)
1:10 in PBS verdinnt

‘ PBS (pH 7.4) 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPOy; 2 mM KH,PO,

2.6.3. Quantifizierung der Zellen

Um die Zellzahl zu ermitteln wurden alle drei Zelllinien wie beim Passagieren von den
Kulturschalen geldst. Nach dem Zentrifugieren wurde eine geringe Menge (10-25 ul) der in
1 ml Medium wieder aufgenommenen Zellen 1:10 in Z&hlmedium verdunnt. Die Zellzahl
wurde fur 0,4 ul dieses Gemisches lichtmikroskopisch in einer Neubauer-Zahlkammer

»improved” der Firma Hecht-Assistent (Sondheim) ermittelt und anschlieBend auf 1 ml
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hochgerechnet. Das Volumen mit der gewilnschten Anzahl von Zellen wurde auf

entsprechende Zellkulturplatten ausgesét.

Z&hlmedium 60 % Trypanblau-Ldsung (0,4 %) Sigma-Aldrich (Steinheim)
in PBS

2.6.4. Einfrieren der Zellen
Zum Einfrieren wurden alle Zelllinien wie beim Passagieren von den 10-cm-Rundschalen
geldst. Nach dem Abzentrifugieren wurden die Zellen nicht in Kulturmedium, sondern in 1 ml

kaltem Einfriermedium resuspendiert und, nach langsamer Abkuhlung, bei -80°C gelagert.

Einfriermedium 10 % DMSO Fisher Scientific (Loughborough, Leics, UK)
in FBS gold PAA (Pasching, Ostrerreich)

2.6.5. Auftauen der Zellen

Alle Zelllinien wurden im Wasserbad rasch bei 37°C aufgetaut und anschliefend zusammen
mit dem Einfriermedium in 2 ml Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden bei
174 x g fir 5 min. bei Raumtemperatur abzentrifugiert, nach Verwerfen des Uberstandes in
1 ml Medium resupendiert, und in jeweiligem Kulturmedium auf 10-cm-Rundschalen

ausplattiert.

2.7. Transfektion

2.7.1. Transiente Transfektion

Uber eine Transfektion wird fremde DNA in eine eukaryote Zelle eingeschleust. Bei einer
transienten Transfektion wird die DNA nicht fest in das Genom eingebaut, sondern, unter
Kontrolle eines entsprechenden Promotors, auf hohem Niveau vom frei liegenden Plasmid
abgelesen, so dass die Zelle das Plasmid nach einiger Zeit h&ufig wieder entfernt.

In alle Zelllinien wurden BI-1-HA und BI-1-GFP zundchst transient berexprimiert. Dazu
wurden je 5x10° CSM14.1- oder 293-HEK-Zellen bzw. 10° SH-SY5Y-Zellen pro well
(10 cm?) einer 6-well Platte der Firma Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA) einen
Tag vor Transfektion in Antibiotika-freiem Kulturmedium ausplattiert. Die Transfektion
wurde mit dem Transfektans Lipofectamine 2000 (Invitrogen) nach dem zugehdrigen

Protokoll durchgefiihrt. Dazu wurden pro well 4pug BI-1-Plasmid und 10 ul
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Lipofectamine 2000® getrennt voneinander in je 250 ul Antibiotika- und Serum-freiem
Kulturmedium fir 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden DNA und
Transfektans vermischt und, nach weiteren 30 min. Inkubationszeit bei Raumtemperatur, in
einem Gesamtvolumen von 2 ml Antibiotika- und Serum-freiem Kulturmedium pro well auf
die vorher mit PBS gewaschenen Zellen gebracht. Nach 12 Stunden Inkubation bei 37°C
wurde das Medium in zellspezifisches Kulturmedium getauscht. CSM-Zellen wurden
aullerdem wieder bei 32°C inkubiert. Insgesamt 48 Stunden nach Transfektion wurden
Bl-1-HA-transfizierte Zellen fir einen Expressionsnachweis per SDS-PAGE und
anschlieRendem Western Blot lysiert (2.8.), wahrend die Uberprifung der
Bl-1-GFP-Expression visuell mit Hilfe eines Axiovert 200 M-Fluoreszenzmikroskops der

Firma Zeiss (Jena) unter einem EGFP-Filter erfolgte.

2.7.2. Stabile Transfektion

Ziel einer stabilen Transfektion ist es, dass die eingebrachte DNA fest in das Genom einer
Zelle eingebaut wird, wobei das Protein von Interesse in der Regel auf niedrigerem Niveau
exprimiert wird. Dies kann Uber die Ausnutzung eines Antibiotikaresistenzgens im Vektor,
oder  Uber eine  Doppeltransfektion = mit  zwei  separaten  DNA-  bzw.
Antibiotikaresistenzplasmiden erreicht werden. Nicht transfizierte Zellen haben in
Antibiotika-haltigem Medium einen Nachteil gegentber transfizierten Zellen und kdénnen
dadurch selektiert werden. Uber die Herstellung von Zellkolonien, deren Zellen von einer
einzelnen stabil transfizierten Zelle abstammen, wird zuséatzlich sichergestellt, dass alle Zellen
dieser Einzelzellklonkolonie das gewiinschte Protein exprimieren und an Tochterzellen weiter
geben.

Es wurden sowohl stabil BI-1-HA-, als auch BI-1-GFP-iberexprimierende CSM14.1- und
SH-SY5Y-Einzelzellklonkolonien hergestellt. Die stabile Transfektion wurde nach demselben
Protokoll wie die transiente Transfektion durchgefuhrt (s. 2.7.1.).

In CSM14.1-Zellen mufte eine Doppeltransfektion durchgefihrt werden, da die auf den
pcDNA3-HA- bzw. pEGFP-N2-Vektoren vorhande Neomycin-Antibiotikaresistenz aufgrund
der genuinen Neomycin-Resistenz der CSM-Zellen nicht genutzt werden konnte. Bei einer
Doppeltransfektion wird davon ausgegangen, dass statistisch beide Plasmide gleichermalen
in eine Zelle -eingeschleust werden. Es ist daher zusétzlich das Puromycin-
Antibiotikaresistenzplasmid pBabe-puro, welches freundlicherweise von Prof. John C. Reed
vom Burnham Institute (La Jolla, CA, USA) zur Verfugung gestellt wurde, im Verhaltnis 1:20
gegenuber BI-1-HA bzw. 1:10 gegenuber BI-1-GFP mit transfiziert worden. Die transfizierte
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Gesamtplasmidmenge betrug 4 ug pro well einer 6-well Platte. SH-SY5Y-Zellen wurden
hingegen einfach, mit je 4 ug beider Bl-1-Plasmide pro well einer 6-well Platte transfiziert, da
in diesen Zellen die vorhandene Neomycin-Antibiotikaresistenz der Plasmide ausgenutzt
werden konnte. 48 Stunden nach Transfektion wurde das Medium in Antibiotika-haltiges
CSM- bzw. SH-SY5Y-Selektionsmedium gewechselt.

Nach erneuter Konfluenz der 6-well Platte unter Selektion wurde ein Teil der Zellen bei
-80°C eingefroren. Ein Teil der Bl-1-HA-transfizierten Zellen wurde auRerdem flr einen
proteinbiochemischen Expressionsnachweis (2.8.) aufbereitet. Die BI-1-GFP-Expression
wurde fluoreszenzmikroskopisch tberprift.

Zur Herstellung von Einzellzellklonkolonien wurden im Mittel 0,5 Zellen (CSM-Zellen) bzw.
1 Zelle (SH-SY5Y-Zellen) pro well (0,3 cm?) einer 96-well Platte (Becton Dickinson) im
jeweiligen Selektionsmedium ausplattiert. Nach 3 bis 4 Wochen wurden die Platten
lichtmikroskopisch auf Einzelzellklonkolonien durchsucht, welche anschliefend auf groRere
Platten transferiert wurden. Nach einem weiteren Expressionscheck wurden mehrere

Bl-1-positive Klone fir alle nachfolgenden Experimente expandiert.

CSM-Selektionsmedium 8 pg/ml Puromycin Sigma-Aldrich (Steinheim)

in Kulturmedium

SH-SY5Y-Selektionsmedium 500 pg/ml G418 PAA (Pasching, Ostrerreich)
in SH-SY5Y-Kulturmedium

2.8. Proteinanalyse

2.8.1. Herstellung von zellularen Lysaten

Die Lysierung von Zellen dient der Isolierung von zelluldr exprimierten Proteinen. Die
isolierten Proteine der Zelllysate konnen in nachfolgenden Analysen spezifisch untersucht
werden.

Zur Lysierung transfizierter CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen wurden 80-90% konfluente
wells einer 6-well Platte nach einem Waschschritt in PBS mit je 70 ul Lysepuffer versetzt.
Die Zellen wurden anschlieBend mit einem Zellschaber von der Platte geschabt und, nach
15 min. Inkubation auf Eis, bei 4°C und 16060 x g fir 15 min. zentrifigiert. Der so
gewonnene Protein-haltige Uberstand wurde bis zur weiteren Analyse bei —20°C gelagert.
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Lysepuffer 4 % Proteinase-Inhibitor Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
1 % IGEPAL CA-630 (C1gH3005) Sigma-Aldrich (Steinheim)
in HKME

HKME 10 mMol/l HEPES (pH 7,2); 142 mMol/l KCI; 5 mMol/l MgCl,; 1 mMol/l EGTA

2.8.2. Proteinkonzentrationsbestimmung im BCA-Assay

Mit Hilfe eines BCA-Assays kann die Proteinkonzentration in einem Lysat bestimmt werden.
Dieses Verfahren beruht auf dem Prinzip der Bradford-Methode, wonach quantitativ die
Bindung eines Farbstoffs (Coomassie-Brilliantblau) an ein Protein unbekannter Menge mit
der Bindung des gleichen Farbstoffs an ein Standardprotein bekannter Konzentration
verglichen wird (Bradford 1976). Bei einem BCA-Assay wird der Farbstoff durch
Chelatbildung von zwei Molekilen Bicinchonin-Saure (BCA) mit einem Kupferion gebildet.
Die BI-1-Proteinkonzentration wurde mit Hilfe eines BCA™ Protein Assay-Kits der Firma
Pierce (Rockford, Illinois, USA) bestimmt. In einer 96-well Platte wurden dazu verschiedene
BSA-Proteinmengen (40 ug, 20ug, 10ug, 5pg, 2,5upg, 1,25ug, 0,625ug) als
Konzentrationsstandard und jeweils 1 ul Lysat in einem Doppelansatz, mit je 200 ul
BCA-Farblosung versetzt und fur 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorbtion
wurde mit einem Rainbow-ELISA-Photometer der Firma TECAN (Crailsheim), unter
Verwendung des Computerprogramms easy WIN basic 6.1 gemessen (Messfilter 562 nm).
Die  Proteinkonzentration ~ wurde  durch  Eichgraden  anhand der  BSA-

Konzentrationsstandardreihe ermittelt.

BCA-Farblésung 2% Reagenz B in Reagenz A
Reagenz A beinhaltet BCA, Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, Natriumtartrat in 0,1 M

Natriumhydroxid

Reagenz B beinhaltet 4 % Kupfersulfat

Stocklésung BSA-Standardprotein 10 ug/ul BSA Sigma-Aldrich (Steinheim)

in Lysepuffer

2.8.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Eine SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht in
einem elektrischen Feld, und ermdglicht eine weitere spezifische Analyse von Proteinen eines

Zelllysats.
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Fiir die SDS-PAGE wurde mit Hilfe von Material des Mini-PROTEAN® 3 cell-Systems
(Bio-Rad) ein SDS-Polyacrylamidgel, bestehend aus einem 5 % igen Sammelgel und einem
12 % igen Trenngel hergestellt.

Des Weiteren wurden jeweils 20 ug Protein im Verhaltnis 5:1 mit 6 x SDS-Ladepuffer
versetzt und bei 50°C fir 5 min. inkubiert. VVon allen Proben wurde ein maximales VVolumen
von 20 ul in die Geltaschen des Sammelgels aufgetragen. Als Marker wurden jeweils 3-4 ul
Kaleidoscope Prestained Standard (Bio-Rad) verwendet. Die SDS-PAGE wurde bei 4°C in
Laufpuffer bei zundchst 75 Volt und, nach Erreichen des Trenngels, bei 100 Volt

durchgefhrt.

5 % iges Sammelgel 12 % iges Trenngel

(Angaben fiir 1 Gel) (Angaben fiir 1 Gel)

0,68 ml purifiziertes H,O 1,60 ml purifiziertes H,O

0,17 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid 2,00 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid Th.Geyer (Renningen)

0,13 ml 1 M Tris (pH 6,8) 1,30 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)

0,01 ml 10 % SDS 0,05 ml 10 % SDS

0,01 ml 10 % APS 0,05 ml 10 % APS Merck KGaA (Darmstadt)

0,001 ml TEMED 0,002 ml TEMED Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

6 x SDS-Ladepuffer (10 ml) 7 ml 4 x Tris CI/SDS (pH 6,8); 3 ml Glycerol; 1 g SDS; 0,93g DTT; 1,2 mg
Bromphenol-Blau

Laufpuffer 24 % 5x Tris/Glycin; 1,2 % SDS (10 %)

5x Tris/Glycin 15 g/l Tris; 72 g/l Glycin

2.8.4. Western Blot

Uber einen Western Blot werden Proteine nach SDS-PAGE aus dem Polyacrylamidgel in
einem elektrischen Feld auf eine Membran transferiert, auf der sie mit Hilfe von Antikdrpern
spezifisch nachgewiesen werden kénnen.

Der Western Blot erfolgte in  einer Transfer-Kammer des Mini-PROTEAN®
Elektrophorese-Systems (Bio-Rad) zwischen zwei 6 x 9 cm groRen Gel-Blotting-Papieren der
Firma Carl Roth GmbH (Karlsruhe) in Transferpuffer bei 100 Volt fiir eine Stunde bei 4°C.
Die Proteine  wurden dabei auf  eine 6x9cm grole PROTAN®
Nitrocellulose Transfer Membran der Firma Schleicher & Schuell BioScience GmbH (Dassel)

transferiert.

Transferpuffer 20 % 5x Tris/Glycin; 20 % Methanol; 0,1 % SDS (10 %)
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2.8.5. Immunodetektion der Proteine

Fur einen spezifischen Proteinnachweis wird eine Nitrocellulosemembran nach dem
Western Blot mit Antikorpern inkubiert, welche eine spezifische Bindung mit bestimmten
Epitopen des Zielproteins eingehen konnen. BI-1-HA konnte dabei nur tber das HA-tag
detektiert werden, da es derzeit keine ausreichend spezifischen Antikdrper gegen das
Bl-1-Protein selbst gibt.

Nach einem Waschschritt fir 5 min. bei Raumtemperatur in TBS-T wurden zunéchst
unspezifische Antikorperbindungsstellen durch Inkubation der Nitrocellulosemembran in
Milchlésung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. AnschlieBend wurde die
Membran uber Nacht bei 4°C mit einem HRP-konjugierten monoklonalen Maus-Antikorper
inkubiert, welcher spezifisch an das HA-tag des BI-1-Proteins binden konnte.

Nach dreimaligem Waschen der Membran fur 5 min. in TBS-T wurde der gebundene anti-
HA-Antikérper mit Hilfe eines ECL-Detektionsreagenz nachgewiesen. Zur Herstellung des
ECL-Reagenz wurden ECL-L6sung 1 und 2 im Verhaltnis 1:1 vermischt und fur 1 min. mit
der Membran inkubiert. ECL reagiert dabei, unter Bildung von Chemolumineszenzsignalen,
als Substrat der an den anti-HA-Antikorper gekoppelten HRP. Die Chemolumineszenzsignale
wurden durch Exposition (150 sek.) der Membran in einem Fluor-S™ Multilmager (Bio-Rad)
mit Hilfe des Computerprogramms Quantity One 4.2.1 nachgewiesen.

Zur Kontrolle der Proteinmenge auf den verschiedenen Membranen wurde, vor allem bei den
stabil BI-1-exprimierenden Zellklonen, eine Kontrollfarbung mit einem monoklonalen
Antikdrper gegen das ubiquitdre Tubulin-Protein durchgefuihrt. Da dieser nicht direkt an HRP
gekoppelt war, mussten die Membranen vor ECL-Entwicklung zusétzlich fur eine weitere

Stunde bei Raumtemperatur in einem HRP-konjugierten anti-Maus-Zweitantikorper inkubiert

werden.

anti-HA-Antikdrper 1:200 in Milchlésung Santa Cruz (Santa Cruz, USA)

(HA-probe (F-7): sc-7392)

Anti-B-Tubulin-Antikdrper 1:2000 in TBS-T Sigma-Aldrich (Steinheim)

Anti-Maus-HRP-Antikdrper 1:1000 in TBS-T Santa Cruz (Santa Cruz, USA)

Milchlésung 5 % Milchpulver Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
in TBS-T

TBS-T 10 mM Tris (pH 7,5); 142 mM NaCl; 0,1 % Tween-20
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ECL-Lésung 1 (10 ml) 100 pl 250 mM Luminol in DMSO Sigma-Aldrich (Steinheim)
44 11 90 mM p-Coumarsaure in DMSO Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)
1 ml 1M Tris (pH 8,5)
8,85 ml purifiziertes H,O

ECL-Lésung 2 (10ml) 6 ul 30 % ige H,O,-Ldsung Merck KGaA (Darmstadt)
1 ml 1M Tris (pH 8,5)
9 ml purifiziertes H,O

2.9. Kompartiment-spezifische Fluoreszenz- und Immunfarbungen

Mit Hilfe von Fluoreszenz- und Immunfarbungen (Immunzytochemie) wurde die subzellulére
Lokalisation von BI-1 in den neuronalen CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen untersucht.

Alle Fluoreszenz- und Immunférbungen wurden in 8-well-Objekttrdgern (Lab-Tek
Chambered # 1.0) der Firma Nagle Nunc International (Rochester, NY, USA) an transient
und stabil Bl-1-GFP-transfizierten Zellen (10* CSM14.1- bzw. 2x10* SH-SY5Y-Zellen pro
well) durchgefiihrt. Nach 24 Stunden Kultivierung in jeweiligem Selektionsmedium wurde
mit den Farbungen begonnen. Die Zellen wurden entweder mit Zellkompartiment-
spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen bzw. Fluoreszenzplasmiden behandelt und anschlielRend
fixiert, oder erst fixiert und dann immunzytochemisch gefarbt.

Das Expressionsmuster von BI-1-GFP wurde anschlieRend, in 200 ul PBS pro well, unter
dem 40 x bzw. 63 x Objektiv eines Axiovert 200 M-Fluoreszenzmikroskops (Zeiss) mit der
spezifischen Fluoreszenz- bzw. Immunfarbung des jeweiligen Zellkompartiments bei
entsprechender Filtereinstellung (EGFP-Filter fur BI-1-GFP, Rhodamine-Filter flr
MitoTracker-Red® und Mito-RFP, CY3) nach Photodokumentation (AxioVision 3.1)
verglichen. Zusétzlich wurde ein Teil der Zellen unter dem konfokalen Leica SP2 AOBS

Mikroskop (Solms) untersucht.

2.9.1. Fluoreszenzfarbungen

2.9.1.1. MitoTracker-Fluoreszenzfarbung

MitoTracker-Red® ist ein chemischer Fluoreszenzfarbstoff, welcher sich spezifisch in
Mitochondrien anreichert, und diese dadurch anférbt. Hierflr wurden die Zellen fir 30 min.
bei 32°C (CSM14.1) bzw. 37°C (SH-SY5Y) in MitoTracker-Medium inkubiert und
anschlieRend fixiert.
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MitoTracker-Medium 20 nM MitoTracker-Red® (1uM in DMSO) Molecular Probes (Karlsruhe)

in jeweiligem Kulturmedium

2.9.1.2. Mito-RFP-Fluoreszenzfarbung

Das fur die Mito-RFP-Fluoreszenzfarbung verwendete pDsRed1-Mito-Plasmid determiniert
ein Fusionsprotein, bestehend aus einem rot fluoreszierenden Anteil (DsRedl) und der
mitochondrialen targeting-Sequenz der Untereinheit VI von humaner Cytochrom-C-Oxidase
(Mito). Mitochondrien nehmen dieses Fusionsprotein spezifisch auf und werden dadurch
markiert. Die Zellen wurden einen Tag vor Transfektion nicht in Selektionsmedium, sondern
in Antibiotika-freiem Medium ausplattiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 0,4 ug
pDsRed1-Mito-Plasmid (Clontech) pro well nach dem Lipofectamine 2000®-Protokoll
transient transfiziert. 12 Stunden nach Transfektion wurde das Medium in Selektionsmedium

getauscht. Nach insgesamt 48 Stunden wurden die Zellen mit jeweiligem Fixans fixiert.

2.9.2. Immunfarbungen

Fur die Immunfarbungen wurden die Zellen zuerst in entsprechendem Fixans fixiert und fiir
10 min. bei Raumtemperatur in Triton X-100-Losung permeabilisiert. Die Triton X-100-
Losung wurde in drei Waschschritten mit PBS wieder entfernt. Die Permeabilisierung der
Zellmembran ermdglicht das Eindringen eines spezifischen Erstantikorpes gegen ein
gewinschtes Zellkompartiment-spezifisches Antigen. Unspezifische Antikdrperbindungs-
stellen wurden in NGS/BSA-Blocklésung (anti-PDI- und anti-Ubiquitin-Immunférbung) bzw.
NGS-Blocklosung (anti-Cathepsin-D-Immunférbung) fur eine Stunde bei Raumtemperatur
geblockt. Nach Inkubation der Zellen mit dem jeweiligen Zellkompartiment-spezifischen
Erstantikdrper wurde dieser durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Um den ersten
Antikorper unter Fluoreszenzlicht detektieren zu kdnnen, wurde den Zellen anschlieRend fur
eine Stunde bei Raumtemperatur ein entsprechender Fluorophor-getaggter Zweitantikorper
zugesetzt. Nach abgelaufener Inkubationszeit wurde dieser in drei weiteren Waschschritten
mit PBS wieder entfernt. Als Negativ-Kontrolle wurde fir jeden Ansatz ein Teil der Zellen

ohne Erstantikorper nach sonst gleichem Protokoll inkubiert.

Triton X-100-L&sung 0,2 % Triton X-100 Sigma-Aldrich (Steinheim)
in PBS

NGS/BSA-Blockldsung 5% NGS PAA (Pasching, Ostrerreich)
2 % BSA Sigma-Aldrich (Steinheim)
in PBS
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NGS-Blocklésung 10 % NGS PAA (Pasching, Ostrerreich)
in PBS

2.9.2.1. Anti-PDI-Immunfarbung

Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) ist ein Enzym, welches spezifisch im Lumen des ERs
eukaryotischer Zellen vorkommt.

Als Erstantikorper wurde den Zellen ein monoklonaler Maus anti-PDI-Antikorper fur eine
Stunde bei Raumtemperatur zugesetzt. Als Zweitantikérper wurde ein CY 3-

Fluorophor-getaggter anti-Maus Ziegen-Antikorper verwendet.

anti-PDI-Antikorper 1: 250 in NGS/BSA-Blockldsung Stressgene (Victoria, Kanada)

anti-Maus CY 3-Antikorper 1:1000 in NGS/BSA-Blockldsung Dianova (Hamburg)

2.9.2.2. Anti-Cathepsin-D-Immunfarbung

Bei Cathepsin D handelt es sich um eine in Endosomen und Lysosomen enthaltene Aspartat-
Protease. Endosomen dienen dem Transport von durch Phago- und Pinozytose
aufgenommenem Zellmaterial. Lysosomen sind Endosomen, welche zusétzlich hydrolytische
Enzyme und Phosphatasen enthalten, und dem Abbau von aufgenommenem Zellmaterial
dienen.

Eine anti-Cathepsin-D-Immunférbung wurde nur an transient mit BI-1-GFP transfizierten
Zellen durchgefihrt. Die Zellen wurden dazu fir zwei Stunden bei Raumtemperatur mit
einem polyklonalen Kaninchen anti-Cathepsin-D-Antikdrper versetzt. Der anti-Cathepsin-D-
Antikorper wurde freundlicherweise von Dr. S. HOning (Institut fur Biochemie 11, Universitat
Gottingen) zur Verfigung gestellt. Als ZweitantikOrper wurde ein Fluorophor-getaggter

anti-Kaninchen CY 3-Ziegen-Antikorper verwendet.

anti-Cathepsin-D-Antikorper 1:200 in NGS-Blockldsung

anti-Kaninchen CY 3-Antikorper 1:500 in NGS-Blockldsung Dianova (Hamburg)

2.9.2.3. Anti-Ubiquitin-Immunfarbung

Ubiquitin ist ein aus 76 Aminosauren bestehendes Polypeptid, welches im Rahmen einer
Ubiquitinierung Proteine markiert, die u.a. dem Proteasom zugefiihrt und dort abgebaut
werden sollen.

Eine anti-Ubiquitin-Immunfarbung wurde nur an transient mit BI-1-GFP transfizierten Zellen

durchgefuhrt. Der polyklonale Kaninchen anti-Ubiquitin-Erstantikérper wurde den Zellen fur
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eine Stunde bei Raumtemperatur versetzt. Als Zweitantikdrper wurde ein anti-Kaninchen

CY 3-Ziegen-Antikorper verwendet.

anti-Ubiquitin-Antikérper 1: 300 in NGS/BSA-Blocklésung Calbiochem (Darmstadt)

anti-Kaninchen CY 3-Antikérper 1:1000 in NGS/BSA-Blocklésung Dianova (Hamburg)

2.10. Zelltod-Assay an transient transfizierten Zellen

Die Wirkung von transient Uberexprimiertem BI-1 auf die neuronalen Zelllinien sollte
zunédchst nach Apoptoseinduktion durch Bax, einem pro-apoptotischen Protein der

Bcl-Familie, untersucht werden.

2.10.1. Bax-Assay

In diesem Assay wurde GFP-getaggtes Bax uber ein Plasmid zusammen mit BI-1-GFP in
einer Doppeltransfektion wie in nachfolgender Tabelle dargestellt transient in CSM14.1- und
SH-SY5Y-Zellen tiberexprimiert. Das Bax-GFP-Plasmid wurde freundlicherweise von Prof.
John C. Reed, Burnham Institute (La Jolla, CA, USA) zur Verfligung gestellt. Es wurden
jeweils 0,5x10° CSM14.1- bzw. 10° SH-SY5Y-Zellen pro well (2 cm?) auf 24-well Platten
(Becton Dickinson) transfiziert. Die Transfektion erfolgte unter Verblindung.

24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen in jeweiligem Fixans fixiert und fir 3 min.
bei Raumtemperatur in DAPI-L6sung gefarbt. DAPI bildet Komplexe mit doppelstréangiger
DNA und féarbt dadurch spezifisch die Zellkerne an.

Nach zwei Waschschritten mit PBS wurden die Zellen mit 1 ml PBS pro well versetzt. Die
Assays wurden verblindet unter dem 40 x Objektiv fluoreszenzmikroskopisch manuell

ausgewertet. Der Bax-Assay wurde fiir jede Zelllinie viermal wiederholt.

Transfektions-Ansatz 1 (0,8 ug Gesamt-DNA-Menge/well) PEGFP-N2-Leervektor (als Leerwert)

Transfektions-Ansatz 2 (0,8 pg Gesamt-DNA-Menge/well) 0,4 ng Bax-GFP-Plasmid
0,4 ng pEGFP-N2-Leervektor

Transfektions-Ansatz 3 (0,8 ng Gesamt-DNA-Menge/well) 0,4 ng Bax-GFP-Plasmid
0,4 ng BI-1-GFP-Plasmid

DAPI-Lésung 2 ug/ml DAPI Sigma-Aldrich (Steinheim)
in PBS
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2.11. Zelltod-Assays an stabil transfizierten Zellen

Die folgenden Zelltod-Assays wurden in 96-well Platten durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils
10* CSM14.1- bzw. 1,5x10* SH-SY5Y-Zellen pro well ausplattiert, welche stabil BI-1-HA
oder den pcDNAS3-Leervektor uberexprimierten. Nach Kultivierung der Zellen flir 24 Stunden

wurde mit den Assays begonnen.

2.11.1. Staurosporin-Assay

Staurosporin ist ein aus Streptomyces staurosporeus-Bakterien isolierbarer Breitspektrum-
Kinaseinhibitor, welcher als Induktor des intrinsichen, mitochondrialen Apoptosewegs gilt
(Chae et al. 2004).

CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen wurden fir 48 Stunden bei jeweiligen Kulturbedingungen
mit je 100 pl/well verschieden konzentriertem Staurosporin-Medium bzw. Kulturmedium als
Kontrolle versetzt. SH-SY5Y-Zellen sind zuvor fur einen Tag in Retinolsdure-Medium

differenziert worden. Der Staurosporin-Assay wurde viermal fur jede Zellart wiederholt.

Staurosporin-Stocklésung 40 pM Staurosporin Sigma-Aldrich (Steinheim)
in PBS mit 4 % DMSO

Staurosporin-Medium (CSM14.1-Zellen) 0,01 uM; 0,05 uM; 0,1 uM; 0,5 uM; 1 uM Staurosporin-Stockldsung

in Kulturmedium

Staurosporin-Medium (SH-SY5Y-Zellen) 0,05 uM; 0,5 uM Staurosporin-Stockldsung
in SH-SY5Y-Kulturmedium

2.11.2. Thapsigargin-Assay

Thapsigargin, ein Sesquiterpen-Lakton aus der Pflanze Thapsia garganica, ist ein
Tumorpromotor, welcher Zellmembranen passieren kann und spezifisch die ER-eigene
CA*-ATPase inhibiert.

Beide Zelllinien wurden nach Differenzierung fir einen Tag (SH-SY5Y-Zellen) bzw. 14 Tage
(CSM14.1-Zellen) in je 100 pl/well verschieden konzentriertem Thapsigargin-Medium fiir
48 Stunden bei jeweiliger Kulturtemperatur, bzw. in Kulturmedium als Kontrolle inkubiert.

Der Thapsigargin-Assay wurde viermal fiir jede Zellart wiederholt.

Thapsigargin-Stocklésung 1 mM Thapsigargin Sigma-Aldrich (Steinheim)
in DMSO
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Thapsigargin-Medium (CSM14.1-Zellen) 0,3 uM; 3 uM Thapsigargin-Stockldsung

in Kulturmedium

Thapsigargin-Medium (SH-SY5Y-Zellen) 0,03 uM; 0,3 uM Thapsigargin-Stockldsung
in SH-SY5Y-Kulturmedium

2.11.3. Sauerstoff/Glukose-Deprivation (OGD)

Die OGD wurde aufgrund einer schlechten Adhdrenz von SH-SY5Y-Zellen nur an
CSM14.1-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden auf zwei 96-well Platten 3x10* BI-1-HA- bzw.
Leervektor-tberexprimierende CSM14.1-Zellen pro well ausplattiert. Nach 24 Stunden
Kultivierung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und dann fir eine Stunde
entweder in 100 pl/well Serum-freiem oder reguldrem Kulturmedium unter normalen
Kulturbedingungen prdinkubiert. Um Glukose grundlich zu entfernen, wurden die Zellen
beider Platten weitere viermal mit PBS gewaschen. Die OGD wurde durch Inkubation der
Zellen einer Platte in je 100 pl/well Glukose- und Serum-freiem OGD-Medium flr
24 Stunden bei 32°C, 5% CO,, 1 % O, und Wasserdampf-gesattigter Atmosphére in einem
OGD-Inkubator C42 der Firma Labotect (Goéttingen) induziert. Das OGD-Medium ist dabei
eine Stunde in 1 % O,-Atmosphére préainkubiert worden. Die Zellen der anderen Platte
dienten der Kontrolle unter normalen Kulturbedingungen. Dieser Assay wurde insgesamt

viermal wiederholt.

OGD-Medium 1 mM hyperosmolare 15 % ige Mannit-L6sung Serag Wiessner (Naila)

in Thomaejonin®-Ldsung Delta Select (Pfullingen)

2.11.4. Serumdeprivation

Die Serumdeprivation wurde nur an SH-SY5Y-Zellen durchgefiihrt. Nach Differenzierung fir
einen Tag in Retinolséure, wurden die Zellen einmal mit Serum-freiem Medium gewaschen,
um FBS-Riickstande des Kulturmediums zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen fir
48 Stunden in je 100 pl/well Serum-freiem bzw. in normalem SH-SY5Y-Kulturmedium

inkubiert. Dieser Assay wurde insgesamt viermal wiederholt.
2.12. Auswertung der Zelltod-Assays
Die Uberlebensrate der Zellen nach einem Zelltod-Assay wurde auf verschiedene Arten

ermittelt. Zum einen direkt Gber die Ermittlung der Anzahl der toten bzw. Uberlebenden

Zellen, zum anderen indirekt tber die Stoffwechselfahigkeit der tiberlebenden Zellen.
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Die manuelle Auswertungsmethode erfasst selektiv nur erfolgreich transfizierte bzw.
behandelte Zellen. Die Kristallviolett- und die WST-1-Auswertungsmethode erfassen
dagegen nicht selektiv alle Zellen eines Assays, ohne Berlcksichtigung eines tatsachlichen
Transfektions- oder Behandlungserfolgs. Sie sind daher besser fir Zelltod-Assays mit stabil

transfizierten Zellen geeignet.

2.12.1. Manuelle Auswertung

Die manuelle Auswertungsmethode wurde nur bei dem transienten Bax-Assay angewendet,
da die Effizienz der transienten Doppeltransfektionen nur etwa 50 % betrug. Es durften
demnach nur nachweislich transfizierte Zellen in die Auswertung einbezogen werden. Da bei
dem Bax-Assay nur GFP-getaggte Plasmide verwendet worden sind, konnte ein
Transfektionserfolg in den einzelnen Zellen (ber ihre Fluoreszenz unter dem EGFP-Filter des
Axiovert 200 M-Fluoreszenzmikroskops tberprift werden. Pro Zelllinie wurden fur alle wells
der drei Transfektions-Anséatze jeweils 1200 griin-fluoreszierende Zellen, d.h. insgesamt 3600
Zellen pro Assay, manuell ausgezéhlt.

Die Zellen wurden mit Hilfe der DAPI-gefarbten Zellkerne, nach Fluoreszenzanregung unter
dem DAPI-Filter des Axiovert 200 M-Fluoreszenzmikroskops, verblindet als vital oder
apoptotisch eingeordnet. Nach Aufhebung der Verblindung wurde der Anteil der vitalen
Zellen, nach Abzug des Leerwerts, fiir Bl-1/Bax- bzw. Leervektor/Bax-exprimierende Zellen

prozentual ermittelt.

2.12.2. Kristallviolett-Assay

Uber die Farbung von Zellen mit dem Vitalfarbstoff Kristallviolett wurden CSM14.1-Zellen
nach Zelltod-Induktion durch Staurosporin, Thapsigargin und OGD ausgewertet. Dazu
wurden die Zellen, nach Abkippen des Mediums aus den verwendeten 96-well Platten, in je
100 ul pro well Kiristallviolett-Lésung fir 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Als
Leerwert wurde ein well ohne Zellen ebenfalls mit Kristallviolett-Ldsung versetzt. Nach
Abkippen der Losung, wurden tote Zellen und unspezifische Farbung vorsichtig mit
destilliertem Wasser abgespult. Nach dem Trocknen wurden Leerwert und lebende Zellen mit
je 100 ul Natriumcitrat-Losung pro well versetzt. Die Absorption wurde im Rainbow-
ELISA-Photometer unter Verwendung des Computerprogramms easy WIN basic 6.1 bei einer
Wellenlédnge von 550 nm im Messfilter gemessen. Die Anzahl der uberlebenden Zellen wurde

prozentual anhand dieser Werte berechnet.
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Kristallviolett-L 6sung 0,5 % Kristallviolett in 20 % Methanol

Natriumcitrat-L6sung 0,1 M Natriumcitrat in 50 % Ethanol

2.12.3. WST-1-Assay

WST-1 ist ein Tetrazolium-Salz, welches von mitochondrialen Dehydrogenasen in vitalen
Zellen unter Bildung eines Farbstoffs gespalten wird, und dadurch zu einer Gelbfarbung des
Zellkulturmediums fihrt. Je mehr lebende Zelle vorhanden sind, desto starker ist die
Gelbféarbung, da mehr WST-1 verstoffwechselt wird (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim).
Mit WST-1 wurden SH-SY5Y-Zellen nach Zelltod-Induktion durch Staurosporin,
Thapsigargin und Serumdeprivation ausgewertet. WST-1-Reagenz wurde dazu direkt in das
Medium der zu untersuchenden Zellen gegeben. Als Leerwert diente WST-1-Reagenz in
Medium alleine. Nach einer Inkubationszeit von 1-3 Stunden wurde die Absorption im
Rainbow-ELISA-Photometer mit Hilfe des Computerprogramms easy WIN basic 6.1 bei
einer Wellenlange von 450 nm im Messfilter und 620 nm im Referenzfilter gemessen. Die

Anzahl der berlebenden Zellen wurde prozentual anhand dieser Werte berechnet.

WST-1-Medium 10 % WST-1-Reagenz Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

in Kulturmedium
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3. ERGEBNISSE

3.1. BI-1-Konstrukte

Humane BI-1-cDNA (0,7 kb) wurde zusammen mit einem HA-tag Uber die
Restriktionsstellen EcoRI, Xho1l und Xbal in die Klonierungsstelle eines pcDNA3-
Plasmidvektors kloniert. Das BI-1-HA-Konstrukt wurde freundlicherweise von Prof. John C.
Reed, Burnham Institute (La Jolla, CA, USA) zur Verfligung gestellt. Das
Bl-1-GFP-Konstrukt wurde unter Verwendung der Restriktionsstellen fur Eco Rl und
Xho I/Sall hergestellt.

In beiden Konstrukten wurde die BI-1-DNA unter Kontrolle eines viralen CMV-Promotors
und eines SV40-Replikationsstart-Elements abgelesen. Fur die Expression in Bakterien
verfiigt das BI-1-HA-Konstrukt tber ein Ampicillin-Resistenzgen, wahrend das Bl-1-GFP-
Konstrukt ein Kanamycin-Resistenzgen enthalt. Beide Plasmide sind Uber die Antibiotika

Neomycin bzw. G418 in eukaryoten Zellen selektionierbar.
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Abb. 1: BI-1-Konstrukte
A) BI-1-HA-Konstrukt (Vektor: pcDNA3-HA)
B) BI-1-GFP-Konstrukt (Vektor: pEGFP-N2)
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3.2. Restriktionsenzymverdau der Bl-1-Konstrukte

Zur Kontrolle der korrekten Ligation des BI-1-HA- und des Bl-1-GFP-Konstrukts wurden die
Bl-1-Inserts nach Mini- bzw. Maxi-Prap-Amplifikation erneut mit den Restriktionsenzymen
EcoRI und Xho | aus ihren Vektoren herausgeschnitten. Die folgende Abbildung zeigt
exemplarisch den Verdau des Bl-1-HA-Konstrukts. Das Bl-1-HA-Konstrukt wurde zuséatzlich
mit weiteren Enzymen (Bam HI, Hind Il1, Xba I) verdaut, welche das Plasmid innerhalb der
Klonierungsstelle bzw. innerhalb des Inserts schneiden. Alle dargestellten DNA-Banden
weisen die jeweils berechnete korrekte Gréle auf.

Nach Restriktionsenzymverdau des BI-1-GFP-Konstrukts konnten ebenfalls BI-1-

DNA-Banden der korrekten GrolRe nachgewiesen werden (Verdau nicht gezeigt).

1000 bp P
650 bp P

Abb. 2: Restriktionsenzymverdau des Bl-1-HA-Konstrukts
M = 1kb plus DNA-Marker; 1, 2 = Eco RI/Xho I-Verdau (Doppelansatz);
1, 2 = Bam HI-Verdau (Doppelansatz); 1, 2 = Hind I11/Xba I-Verdau (Doppelansatz)
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3.3.  Sequenzierung der Bl-1-Konstrukte

Die nach Sequenzierung beider Bl-1-Konstrukte erhaltenen Basenfolgen wurden manuell mit
der bekannten BI-1-Sequenz verglichen. Sowohl im BI-1-HA-, als auch im BI-1-GFP-
Konstrukt konnten Punkt- oder Rastermutationen ausgeschlossen werden, da die Basenfolgen

vollstandig mit der bekannten Bl-1-Sequenz ibereinstimmten.

3.4. Transiente Transfektion der Bl-1-Konstrukte

3.4.1. Transiente Uberexpression von Bl-1-HA in 293-HEK-Zellen

Als Pilotversuch wurde das BI-1-Protein zunéchst in 293-HEK-Zellen exprimiert. Diese
zeichnen sich durch eine hohe Transfektions- und Expressionseffizienz flr eingeschleuste
Gene aus. Die folgende Abbildung zeigt den Nachweis einer erfolgreichen transienten
Transfektion des BI-1-HA-Konstrukts in dieser Zelllinie.

Als Negativ-Kontrolle wurde jeweils Protein aus Lysaten von mit Leervektor
(pcDNAS3-Plasmid ohne Insert) transfizierten 293-HEK-Zellen verwendet. Als Positiv-
Kontrolle dienten Zelllysate aus Transfektionen mit HA-getaggtem TAT-Bclx,, welche
freundlicherweise von Dr. Gunnar Dietz (Abteilung Neurologie, Universitat Goéttingen) zur

Verfligung gestellt wurden.

P 1 2 3 4 5 6

<« BI-1-HA

Abb. 3:  Immunoblot nach transienter Transfektion von BI-1-HA in 293-HEK-Zellen
P = Positiv-Kontrolle (HA-getaggtes TAT-Bclx,); 1, 2 = Negativ-Kontrolle;
3, 4,5, 6 =transiente BI-1-HA-Transfektionen (Proteinbanden bei ca. 30 kDa)
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3.4.2. Transiente Uberexpression von Bl-1-HA in neuronalen CSM14.1- und
SH-SY5Y-Zellen

Fur die Uberexpression von BI-1 in neuronalen Zelllinien wurden CSM14.1- (immortalisierte
nigro-striatale Neurone aus der Ratte) und SH-SY5Y-Zellen (humane Neuroblastom-Zellinie)
ausgewahlt. Die folgende Abbildung zeigt den Nachweis einer erfolgreichen transienten
Transfektion von BI-1-HA in beiden neuronalen Zelllinien.

Als Negativ-Kontrolle wurde erneut jeweils Protein aus Lysaten von mit pcDNA3-Leervektor
transfizierten CSM14.1- bzw. SH-SY5Y-Zellen verwendet. Als Positiv-Kontrolle dienten
wieder Zelllysate aus Transfektionen mit HA-getaggtem TAT-Bclx,.

P N 12 P N 1

< < BI-1-HA

CSM14.1 SH-SY5Y

Abb. 4: Immunoblot nach transienter Transfektion von BI-1-HA in CSM14.1- und
SH-SY5Y-Zellen
P = Positiv-Kontrolle (HA-getaggtes TAT-Bclx.); N = Negativ-Kontrolle;
1, 2 = transiente BI-1-HA-Transfektionen (Proteinbanden bei ca. 30 kDa)
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3.4.3. Akkumulation von BI-1-GFP in transient transfizierten CSM14.1- und
SH-SY5Y-Zellen

Das BI-1-GFP-Konstrukt wurde ebenfalls in beiden neuronalen Zelllinien erfolgreich
transient Uberexprimiert. In ca. 70-80 % der erfolgreich transfizierten Zellen zeigte sich
Uberraschenderweise jedoch kein gleichméRiges Bl-1-GFP-Expressionsmuster, sondern die in
der folgenden Abbildung dargestellte BI-1-GFP-Akkumulation.

Abb. 5: Akkumulationen von BI-1-GFP nach transienter Uberexpression am Beispiel einer
CSM14.1-Zelle (63 x Objektiv)
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3.5. Subzellulare Lokalisation von BI-1-GFP und BI-1-GFP-Akkumulationen
Iin transient transfizierten CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen

Die folgenden Abbildungen zeigen représentative Resultate aus Untersuchungen der
subzellularen Lokalisation von transient transfiziertem BI-1-GFP. Ein besonderes Augenmerk
wurde dabei auf die Lokalisation der Bl-1-GFP-Akkumulationen gelegt, da nicht klar war, ob
es sich dabei mdglicherweise um eine GFP-bedingte, unphysiologische Akkumulation des
B1-1-GFP-Fusionsproteins, oder um eine Expression handelt, die in Zellorganellen lokalisiert

ist. Exemplarisch werden im Folgenden nur Bilder von CSM14.1-Zellen gezeigt.
3.5.1. BI-1-GFP und BI-1-GFP-Akkumulationen lokalisieren nicht in Mitochondrien
Nach Mito-RFP-Fluoreszenzmarkierung transient BI-1-GFP-lberexprimierender Zellen

zeigte sich, dass weder gleichmadlig exprimiertes BI-1-GFP, noch die
BI-1-GFP-Akkumulationen mit Mitochondrien kolokalisieren.

Mito-RFP BI-1-GFP Uberlagerung

Abb. 6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (63 x Objektiv) von transient Bl-1-GFP-

uberexprimierenden CSM14.1-Zellen nach Mito-RFP- Fluoreszenzmarkierung
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3.5.2. Transient Uberexprimiertes BI-1-GFP lokalisiert vorwiegend im ER und im

perinukledren Randsaum

Nach anti-PDI-Immunfarbung, einer Darstellung des ER-spezifischen Proteins
Proteindisulfidisomerase, an transient BI-1-GFP-uberexprimierenden CSM14.1- und
SH-SY5Y-Zellen, konnte eine vorwiegende Lokalisation des gleichmaRigen BI-1-GFP-
Expressionsmusters im endoplasmatischen Retikulum (ER) beobachtet werden. AufRerdem
zeigte sich eine BI-1-GFP-Expression im perinukledren Randsaum (A-C). Die BI-1-GFP-
Akkumulationen, die nach transienter Transfektion zu beobachten sind, zeigten hingegen
keine Immunpositivitéat fur den ER-Marker PDI (D-F).

BI-1-GFP PDI Uberlagerung

Abb. 7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (63 x Objektiv) von transient Bl-1-GFP-
uberexprimierenden CSM14.1-Zellen nach anti-PDI-Immunférbung
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3.5.3. BI-1-GFP-Akkumulationen finden sich nicht in Lysosomen

Als Marker fir Lysosomen wurde ein anti-Cathepsin-D-Antikorper verwendet. Mit einer
Darstellung der Lysosomen sollte insbesondere die Beobachtung der BI-1-GFP-
Akkumulation weiter untersucht werden. Eine Lokalisation der Akkumulationen in
Endosomen oder Lysosomen, welche dem Transport bzw. Abbau von Zellmaterial dienen,

konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

A

Cathepsin D BI-1-GFP  Uberlagerung

Abb. 8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (40 x Objektiv) von transient Bl-1-GFP-
uberexprimierenden CSM14.1-Zellen nach anti-Cathepsin-D-Immunfarbung (A-G).
In Abbildung G ist zusatzlich ein vergroRerter Ausschnitt aus C dargestellt.
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3.5.4. Akkumuliertes BI-1-GFP wird nicht ubiquitiniert

Mit Hilfe einer anti-Ubiquitin-Immunféarbung sollte die Hypothese einer Aggregation von
BI-1-GFP nach Ubiquitinierung als Ursache der BI-1-GFP-Akkumulation Gberpriift werden.
Eine Ubiquitinierung, die u.a. der Markierung von Zellmaterial fir einen Abbau in
Proteasomen dient, konnte jedoch fiur die Bl-1-GFP-Akkumulationen nicht nachgewiesen

werden.

Ubiquitin BI-1-GFP Uberlagerung

Abb. 9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (63 x Objektiv) von transient Bl-1-GFP-

Uberexprimierenden CSM14.1-Zellen nach anti-Ubiquitin-Immunfarbung
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3.6. Zelltod-Assay an transient transfizierten Zellen

Die Wirkung von transient Uberexprimiertem BI-1 auf die neuronalen Zelllinien sollte
zundchst nach Apoptoseinduktion durch den intrinsischen Apoptoseregulator Bax untersucht
werden, da ein protektiver Effekt von Bl-1 gegentiber Bax in der Literatur v.a. fir Hefen und

Pflanzen bereits beschrieben werden konnte (s. 1.).

3.6.1. Transient Bl-1-Uberexprimierende CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen sind nicht

vor Bax-induzierter Apoptose geschitzt

In der folgenden Graphik ist der prozentuale Anteil von (berlebenden CSM14.1- bzw.
SH-SY5Y-Zellen nach 24 Stunden Apoptoseinduktion durch transient transfiziertes Bax
dargestellt. Dabei werden transient Bl-1-GFP- und pEGFP-N2-Leervektor-lberexprimierende
Zellen einander gegeniibergestellt. Die Daten aus allen durchgefuhrten Assays dieser Art
wurden flr jede Zelllinie zusammengefasst. In der nebenstehenden Abbildung ist dargestelit,
nach welchen morphologischen Charakteristika die Zellen in apoptotisch oder vital eingeteilt
wurden.

Fur beide Zelllinien konnte, entgegen den Erwartungen, kein protektiver Effekt gegentber

Bax in transient Bl-1-Uberexprimierenden Zellen nachgewiesen werden.
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Graphik 1: Darstellung des prozentualen Anteils vitaler CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen

nach 24 Stunden Bax-induzierter Apoptose mit nebenstehender (Insert rechts

oben) morphologischer Charakterisierung nach der die Zellen, mit Hilfe der

DAPI-Kernfarbung, in vital und apoptotisch eingeteilt wurden.

Schwarze Balken: WT = transient pEGFP-N2-Leervektor- und Bax-GFP-
Uberexprimierende Zellen

Weille Balken: BI-1 = transient Bl-1-GFP- und Bax-GFP-lberexprimierende

Zellen
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3.7. Stabile Transfektion der Bl-1-Konstrukte

Aufgrund der BI-1-GFP-Akkumulationen unklarer Ursache im GroRteil transient transfizierter
Zellen und des mdoglicherweise darin begriindeten, zur Literatur widersprichlichen,
Ergebnisses des Bax-Assays an transient transfizierten Zellen, wurden alle nachfolgenden

Assays an stabil Bl-1-HA-Uberexprimierenden Zellen durchgefihrt.

3.7.1. Stabile Uberexpression von Bl-1-HA in CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen

Der folgende Immunoblot dokumentiert eine erfolgreiche, stabile Uberexpression des
Bl-1-HA-Konstrukts in verschiedenen Einzelzellklonkolonien beider neuronaler Zelllinien
nach Antibiotikaselektion. Zur quantitativen Abschatzung der geladenen Proteinmenge wurde
fur alle Lysate zusétzlich die Proteinbande fur B-Tubulin bei 55 kDa als Ladekontrolle
dargestellt.

Als Negativ-Kontrolle wurden erneut jeweils gleiche Proteinmengen aus Lysaten pcDNA3-
Leervektor transfizierter CSM14.1- bzw. SH-SY5Y-Zellen verwendet. Als Positiv-Kontrolle
dienten hier Zelllysate aus transienten Transfektionen mit BI-1-HA.

PM1234 P123

Ll I ) RETRRET
Eeme] [« roeuin

CSM14.1 SH-SY5Y

Abb. 10: Immunoblot nach stabiler Transfektion von BI-1-HA in CSM14.1- und
SH-SY5Y-Zellen
P = Positiv-Kontrolle (transiente BI-1-HA-Transfektionen);
M = Marker; 1 = Negativ-Kontrolle;
2-4 = stabil BI-1-HA-Uberexprimierende Einzelzellklonkolonien
(Proteinbanden bei ca. 30 kDa)
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3.7.2. In stabil Bl-1-HA-Uberexprimierenden CSM14.1-Zellen kdnnen nahezu keine

Bl-1-Akkumulationen nachgewiesen werden

Die folgende Abbildung zeigt stabil BI-1-HA-Uberexprimierende CSM14.1-Zellen nach einer
anti-HA-Immunfarbung. Die Abbildung wurde freundlicherweise von PD Dr. med. Pawel
Kermer (Abteilung Neurologie, Universitat Gottingen) zur Verfiigung gestellt. In diesen
Zellen konnte nahezu ausschlieBlich ein gleichmaRiges Bl-1-HA-Expressionsmuster, ohne

Hinweise auf BI-1-HA-Akkumulationen, nachgewiesen werden.

Abb. 11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (40 x Objektiv) von stabil BI-1-HA-
uberexprimierenden CSM14.1-Zellen
A) nach anti-HA-Immunféarbung
B) nach anti-HA-Immunfarbung und zusétzlicher DAPI-Kernfarbung
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3.7.3. Stabile Uberexpression von Bl-1-GFP in CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen

Die folgenden Abbildungen zeigen die erfolgreiche stabile Uberexpression des
Bl-1-GFP-Konstrukts in beiden neuronalen Zelllinien. In stabil BI-1-GFP-transfizierten
Zellen konnten nur noch in maximal 5% der Zellen BI-1-GFP-Akkumulationen
nachgewiesen werden, so dass der Uberwiegende Teil der Zellen ein gleichméaRiges

Bl-1-GFP-Expressionsmuster aufwies.

Abb. 12: Fluoreszenzmikroskopische =~ Aufnahmen (40 x Objektiv) von  BI-1-GFP-
Uberexprimierenden CSM14.1- (A-B) und SH-SY5Y-Zellen (C-D)
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3.8. Subzellulare Lokalisation von BI-1-GFP in stabil transfizierten CSM14.1-
und SH-SY5Y-Zellen

3.8.1. Stabil Uberexprimiertes BI-1-GFP lokalisiert nicht in Mitochondrien

Eine mdgliche Assoziation von BI-1-GFP zu den Mitochondrien wurde, mit Hilfe von
Mito-RFP- und zusétzlich MitoTracker-Fluoreszenzfarbungen, auch in stabil transfizierten
CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen untersucht. In Analogie zu transient transfizierten Zellen,
konnte keine Lokalisation von stabil Uberexprimiertem BI-1-GFP in Mitochondrien
nachgewiesen werden. Exemplarisch werden in den folgenden Abbildungen nur Aufnahmen
von CSM14.1-Zellen gezeigt.

BI-1-GFP MitoTracker Uberlagerung

BI-1-GFP Mito-RFP Uberlagerung

Abb. 13: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (63 x Objektiv) von stabil BI-1-GFP-
uberexprimierenden CSM14.1-Zellen nach MitoTracker- (A-C) bzw. Mito-RFP-
Fluoreszenzfarbung (D-F)
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3.8.2. Stabil Uberexprimiertes BI-1-GFP lokalisiert vorwiegend im ER und im

perinukledren Randsaum

Die folgende Darstellung bestatigt den Nachweis einer berwiegenden Expression von
BI-1-GFP im ER auch in stabil transfizierten CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen. Eine
Expression von stabil transfiziertem BI-1-GFP in der perinukledren Region konnte ebenfalls
gezeigt werden.

Die folgende Abbildung zeigt exemplarisch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von
CSM14.1-Zellen nach anti-PDI-Immunfarbung.

BI-1-GFP PDI Uberlagerung

Abb. 14: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (63 x Objektiv) von stabil BI-1-GFP-

uberexprimierenden CSM14.1-Zellen nach anti-PDI-Immunféarbung

Dieses Resultat konnte auch mit Hilfe von konfokal-mikroskopischen Aufnahmen in beiden

neuronalen Zelllinien bestétigt werden.
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BI-1-GFP PDI Uberlagerung

BI-1-GFP PDI  Uberlagerung

Abb. 15: Konfokalmikroskopische Aufnahmen (63 x Objektiv) von stabil BI-1-GFP-
uberexprimierenden CSM14.1- (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach anti-
PDI-Immunfarbung
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3.9. Zelltod-Assays an stabil transfizierten Zellen

Die folgenden Graphiken zeigen die Resultate von verschiedenen Zelltod-Assays an stabil
Bl-1-HA-uberexprimierenden CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen. Ein besonderes Augenmerk
wurde dabei auf die Wirkung von BI-1 nach Zelltod-Induktion durch Mitochondrien- und

ER-spezifische Stressoren gelegt.

3.9.1. Stabil BI-1-HA Uberexprimierende CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen sind nicht

vor Staurosporin-induzierter Apoptose geschitzt

Staurosporin ist ein Breitspektrum-Kinase-Inhibitor, welcher als Induktor des intrinsischen,
mitochondrialen Apoptosewegs gilt (Chae et al. 2004).

Die folgenden Graphiken stellen den prozentualen Anteil (berlebender CSM14.1- bzw.
SH-SY5Y-Zellen nach 48 Stunden Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen
Staurosporin dar. Als Kontrolle wurden pcDNAS3-Leervektor-tiberexprimierende Zellen
analog zu stabil BI-1-HA-Uberexprimierenden Zellen behandelt. Fur jede Zelllinie wurden die
Daten aus allen durchgefiihrten Assays dieser Art zusammengefasst.

Sowohl fir CSM14.1-, als auch fur SH-SY5Y-Zellen konnte kein signifikanter Schutz der
Bl-1-Uberexprimierenden Zellen gegenlber Leervektor-Uberexprimierenden Zellen vor

Staurosporin nachgewiesen werden.
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Graphik 2: Darstellung des prozentualen Anteils (berlebender

CSM14.1- (A) bzw.

SH-SY5Y-Zellen (B) nach Staurosporin-induzierter Apoptose

Schwarze Linie: WT = pcDNA3-Leervektor-lberexprimierende Zellen

Graue Linie: Bl-1 = stabil BI-1-HA-Uberexprimierende Zellen
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3.9.2. Stabil Gberexprimiertes BI-1 schitzt CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen vor
Thapsigargin-induzierter Apoptose

Thapsigargin ist ein spezifischer ER-Stressor, der (ber die Inhibition der ER-eigenen
Ca?*-ATPase wirkt.

Die folgende Graphik zeigt den prozentualen Anteil Uberlebender CSM14.1- bzw. SH-SY5Y-
Zellen nach 48 Stunden Apoptoseinduktion durch Thapsigargin in aufsteigender
Konzentration. Als Kontrolle wurden auch hier pcDNAS3-Leervektor-tiberexprimierende
Zellen analog zu stabil BI-1-HA-(iberexprimierenden Zellen behandelt. Die Daten aus allen
durchgefiihrten Assays dieser Art wurden auch hier zusammengefasst.

Ein protektiver Effekt in Bl-1-Uberexprimierenden Zellen gegentuiber Thapsigargin konnte, im
Vergleich zu Leervektor-tberexprimierenden Zellen, in beiden Zelllinien mit einer

Signifikanz von p<0,05 nach Students T-Test nachgewiesen werden.
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Graphik. 3: Darstellung des prozentualen Anteils

Uberlebender

CSM14.1- (A) bzw.

SH-SY5Y-Zellen (B) nach Thapsigargin-induzierter Apoptose

Schwarze Balken: WT= pcDNAS3-Leervektor-uberexprimierende Zellen
Weille Balken: BI-1= stabil Bl-1-HA-Uberexprimierende Zellen
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3.9.3. Stabil Gberexprimiertes BI-1 schitzt CSM14.1-Zellen vor OGD- und SH-SY5Y-

Zellen vor Serumdeprivation-induziertem Zelltod

Die Methoden der OGD bzw. Serumdeprivation dienten als Modell zur Induktion eines
Ischdmie-&hnlichen Zustands in beiden neuronalen Zelllinien, der ebenfalls mit ER-Stress
assoziiert ist.

Die folgende Graphik stellt den prozentualen Anteil Gberlebender Bl-1-liberexprimierender
CSM14.1-Zellen 24 Stunden nach OGD bzw. SH-SY5Y-Zellen 48 Stunden nach
Serumdeprivation im Vergleich zu analog behandelten Leervektor-uberexprimierenden Zellen
dar. Die Daten aus allen durchgefiihrten Assays einer Art wurden zusammengefasst.

Ein neuroprotektiver Effekt von BI-1 in stabil transfizierten Zellen gegenuber Leervektor-
uberexprimierenden Zellen konnte mit einer Signifikanz von p<0,05 fir beide Assays nach
Students T-Test nachgewiesen werden.
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Graphik 4: Darstellung des prozentualen Anteils Gberlebender CSM14.1-Zellen nach OGD
(links) bzw. SH-SY5Y-Zellen nach Serumdeprivation (rechts)
Schwarze Balken: WT = pcDNA3-Leervektor-tberexprimierende Zellen
Weile Balken: BI-1 = stabil BI-1-HA-(iberexprimierende Zellen
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4. DISKUSSION

Bl-1 konnte bisher anhand von Untersuchungen an Hefen, Pflanzen und verschiedenen
Sdugetierzelllinien als vorwiegend anti-apoptotisches Protein charakterisiert werden. Die
Wirkung von BI-1 in Neuronen ist dabei jedoch praktisch kaum betrachtet worden. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, die Rolle von BI-1 im Rahmen der neuronalen Apoptose zu
untersuchen.

Hierzu wurde in den beiden neuronalen Zelllinien CSM14.1 (nigro-striatale Rattenzelllinie)
und SH-SY5Y (humane Neuroblastomzelllinie) sowohl HA- als auch GFP-getaggtes BI-1
erfolgreich transient und stabil Gberexprimiert. Ein protektiver Effekt von BIl-1 konnte in
stabil transfizierten Zellen vor allem gegenuber ER-Stressoren wie Thapsigargin, aber auch
gegenliber Sauerstoff- und Glukoseentzug bzw. Entzug von Serum gezeigt werden. Kein
Effekt zeigte sich dagegen gegentiber dem mitochondrialen Stressor Staurosporin. Transient
Bl-1-Uberexprimierende Zellen konnten auferdem nicht vor Bax-induzierter Apoptose
geschitzt werden. Passend dazu konnte BI-1 vorwiegend im ER und der perinukleéren
Region lokalisiert werden, wahrend es in Mitochondrien nicht nachzuweisen war. Die nur in
transient transfizierten Zellen nachweisbaren Bl-1-Akkumulationen konnten dagegen keinem

untersuchten Zellkompartiment zugeordnet werden.

4.1. BI-1 und Bax-induzierter Zelltod

BI-1 wurde erstmals 1998, im Rahmen eines funktionellen cDNA-screenings in Hefen auf der
Suche nach humanen Bax-Inhibitoren, als solcher entdeckt. Damals konnte bereits gezeigt
werden, dass BI-1 und BI-1-Homologe nicht nur in Hefen, sondern auch in humanen
293-HEK-Zellen gegeniiber Bax-induzierter Apoptose schiitzen (Bolduc et al. 2003; Xu Q
und Reed 1998). Diese Erkenntnis konnte spater zusatzlich in verschiedenen Pflanzen und
Pflanzenzellen bestatigt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte in transient transfizierten neuronalen CSM14.1-
und SH-SY5Y-Zellen der erwartete protektive Effekt von Bl-1 gegeniiber Bax jedoch nicht
beobachtet werden. Es zeigte sich im Gegenteil sogar ein eher pro-apoptotischer Effekt in
Bl-1-Uberexprimierenden Zellen. In der Literatur findet sich eine weitere Arbeit, in der ein
toxischer Effekt von BI-1 in Bax-behandelten Zellen beschrieben wird. Dabei zeigte sich in
AtBI-1  (berexprimierenden HT1080-Zellen (humane Fibrosarkom-Zelllinie) eine
proportional ~ zur  transfizierten  Bl-1-Menge  ansteigende, = Caspase-abhangige

Apoptoseinduktion in den Bax-behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Da in diesem
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Fall pflanzliches BI-1 in artfremde Sdugetierzellen eingebracht worden ist, wurden diese
Beobachtungen (ber eine Inaktivierung des endogenen Saugetier-BI-1 der HT1080-Zellen
durch das Pflanzen-BI-1 erklart, wodurch Bax keinen Gegenspieler mehr hat (Yu LH et al.
2002). Es konnte jedoch nicht gekléart werden, ob dieses gegensatzliche Verhalten von der
Zellart oder dem jeweiligen Pflanzen-BI-1 abhing (Hlckelhoven 2004).

Dass es sich bei den Beobachtungen im Rahmen dieser Arbeit um einen dhnlichen Effekt
handelt, ist jedoch unwahrscheinlich, da hier humanes BI-1 nicht nur in artfremde
Rattenneurone, sondern ebenfalls in die artgleichen humanen SH-SY5Y-Zellen eingebracht
worden ist. Wahrscheinlicher ist, dass der scheinbar toxische Effekt von BI-1 hier mit den,
nur in transient mit BI-1-GFP transfizierten Zellen beobachteten Akkumulationen in
Zusammenhang steht. Es ist nicht auszuschliellen, dass die BI-1-GFP-Akkumlationen in
transient transfizierten Zellen einen gegenuber Stress (z.B. durch Bax) sensibilisierenden
Einfluss haben. Anhand der zellorganell-spezifischen Farbungen gegen Cathepsin D und
Ubiquitin lieR sich jedoch kein Hinweis auf deren Abbau als Kompensationsversuch ihrer
mdoglichen Toxizitat finden. Somit konnte die anfangliche Vermutung, dass es sich bei
akkumuliertem BI-1-GFP um ein Uberschissiges toxisches Genprodukt handelt, dass als
Folge einer fur die Zelle (iberschielenden BI-1-GFP-Expression unter dem CMV-Promotor in
Protein-abbauenden Zellorganellen abgebaut wird, nicht bestatigt werden. Bei den
Bl-1-GFP-Akkumulationen scheint es sich demnach um GFP-bedingte Artefakte zu handeln.
Der Grund fur die, zu den meisten Ergebnissen der Literatur kontroversen, fehlenden
Wirkung von transient transfiziertem BI-1-GFP gegeniiber Bax-induziertem Zelltod muss
demnach unklar bleiben.

Sowohl in stabil BI-1-GFP-, als auch BI-1-HA-lberexprimierenden Zellen, in denen das
BI-1-Gen fest in das Genom der Zelle eingebaut ist, lieRen sich dagegen, vermutlich wegen
der im Vergleich zu transient transfizierten Zellen geringeren Expressionseffizienz, praktisch
keine Akkumulationen nachweisen. Alle weiteren Zelltodassays wurden daher an stabil

Bl-1-HA-Uberexprimierenden Zellen durchgefihrt.

4.2.  Subzellulare Lokalisation von BI-1

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die subzelluldre Lokalisation von BI-1 in
neuronalen Zellen zu untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass BI-1 in CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen vorwiegend dem ER
(endoplasmatisches Retikulum) und der perinukledren Region zuzuordnen ist, wéhrend es in

Mitochondrien nicht nachgewiesen werden konnte. In transient und stabil transfizierten Zellen
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ergab sich dabei kein Unterschied in der subzelluldren Lokalisation von nicht-akkumuliertem
BI-1.

Im Rahmen anderer Studien konnte BI-1 ebenfalls in verschiedenen nicht-neuronalen
Séugetierzellen (293-HEK-, Cos-7- und GM701-Zellen), sowie diversen Pflanzen- und
Hefezellen vorwiegend im ER und dem perinukledren Randsaum, jedoch praktisch nicht in
den Mitochondrien lokalisiert werden (Xu Q und Reed 1998; Kawai-Yamada et al. 2001;
Bolduc et al. 2003; Eichmann et al. 2004; Baek et al. 2004). Aktuelle Studien konnten dieses
Ergebnis auch in CHO(chinese hamster ovary)-Zellen bestatigen und zusétzlich eine
Kolokalisation von BI-1 und Bcl-2 im Zytosol, jedoch nicht am perinukledren Randsaum
nachweisen (Westphalen et al. 2005).

4.3.  BI-1 und mitochondrialer Stress

Der apoptotische Zelltod einer oder mehrerer Nervenzellpopulationen ist bei vielen sowohl
akuten, als auch chronischen neuronalen Erkrankungen ein urséchlicher Pathomechanismus.
Am besten erforscht sind dabei bisher zwei Signaltransduktionswege, die als extrinsischer und
intrinsischer  Apoptoseweg bezeichnet werden (s.1.1.2.). Wéhrend der extrinsische
Apoptoseweg durch die Aktivierung von Zytokinrezeptoren der TNF-Familie an der
Zelloberflache initiiert wird, hangt der intrinsische Weg essentiell von Integritat und Funktion
der Mitochondrien ab (Reed 2000).

Da eine hohe Relevanz des intrinsischen Signaltransduktionsweges fur die neuronale
Apoptose bereits bekannt ist (Yuan und Yankner 2000), wurde in der vorliegenden Arbeit
zunachst untersucht, ob eine stabile Uberexpression von BI-1 in neuronalen Zellen einen
protektiven Effekt gegenuber Induktoren dieses Mitochondrien-abhangigen Apoptosewegs
hat. Als Zelltodstimulus wurde der aus Streptomyces staurosporeus-Bakterien isolierbare
Breitspektrum-Kinaseinhibitor Staurosporin (STS) gewéhlt, welcher als Induktor des
intrinsichen Apoptosewegs gilt (Chae et al. 2004). Sowohl in CSM14.1- als auch in
SH-SY5Y-Zellen konnte nach stabiler Bl-1-Uberexpression jedoch kein schiitzender Effekt
gegenuber STS nachgewiesen werden.

Auch in der Literatur sind bereits Untersuchungen beschrieben, die sich mit der Induktion
intrinsischer Apoptose in Bl-1-Uberexprimierenden nicht-neuronalen Zellen befassen.

Altere Studien an BI-1-iiberexprimierenden FL5.12-Zellen (Interleukin-3-abhéngige
pro-B-Lymphozyten) zeigen ein zu den Ergebnissen dieser Arbeit kontroverses Resultat.
Diese Zellen wurden ebenfalls mit STS bzw. zusatzlich VP16 (Etoposid), einem weiteren

intrinsischen Zelltodinduktor, behandelt. In beiden Féllen zeigte sich jedoch eine deutlich
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bessere Uberlebensrate der stabil Bl-1-exprimierenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle
(XuQ und Reed 1998). Die in den FL5.12-Zellen ausgeldste Apoptoseinhibition durch
mitochondriale Stressoren wird heute dadurch erklart, dass es Querverbindungen zwischen
dem ER- und dem Mitochordrien-abhdngigen  Apoptoseweg gibt, wodurch
Mitochondrien-initiierte Zelltodsignale vom ER amplifiziert werden kdnnen (Chae et al.
2004).

Ergebnisse aus aktuelleren Untersuchungen untermauern dagegen die Resultate der
vorliegenden Arbeit. Unter anderem konnte in stabil mit BI-1 transfizierten HT1080-Zellen
(humane Fibrosarkom-Zelllinie) kein protektiver Effekt gegenuber mitochondrial induzierter
Apoptose gezeigt werden. Die Zellen wurden dabei mit den mitochondrialen Stressoren VP16
und Doxorubicin behandelt. Diese Ergebnisse konnten auch in primaren Zellen aus
Bl-1-Knockout-Mdusen bestatigt werden. Nach Behandlung primérer embryonaler
Fibroblasten, Hepatozyten und Neurone dieser M&use mit VP16 bzw. STS konnte auch hier
kein signifikanter Unterschied in der Uberlebensrate der BI-17-Knockout-Zellen im
Vergleich zu BI-1*"*-Zellen aus Kontrollmausen festgestellt werden (Chae et al. 2004).

Dass sich auch in der vorliegenden Arbeit kein signifikant schiitzender Effekt in stabil BI-1-
uberexprimierenden CSM14.1- und SH-SY5Y-Zellen gegenuber STS ergeben hat, wird
zusétzlich durch die Ergebnisse der durchgefiihrten Zellkompartiment-spezifischen
Fluoreszenzfarbungen plausibel, da sowohl stabil als auch transient transfiziertes BI-1 den
Mitochondrien nicht zugeordnet werden konnte.

Diese Resultate sprechen dafir, dass die anti-apoptotische Wirkung von Bl-1 wahrscheinlich
nicht auf der Interaktion mit Mitochondrien bzw. der Blockade mitochondrialer

Apoptosevorgange beruht.

4.4. BIl-1und ER-Stress

Es gibt Hinweise, dass Apoptose nicht nur Uber den extrinsischen oder intrinsischen
Apoptoseweg eingeleitet werden kann, sondern auch von anderen Organellen, wie
beispielsweise dem ER ausgehen kann. Das ER ist der groRte intrazellulare Ca?* - Speicher
und spielt eine wichtige Rolle fur den zelluldren Redox-Status. Es hat sich gezeigt, dass das
ER Uber eine Akkumulation ungefalteter Proteine, durch Stérungen der ER-eigenen
Chaperonaktivitat und eine veranderte Ca®* - Freisetzung, an der Initiation von Apoptose
beteiligt ist (Kaufman 1999; Patil und Walter 2001; Demaurex und Distelhorst 2003). Durch
ER-Stress kann so die Aktivierung von spezifischen Caspasen getriggert werden. Einige

davon werden direkt mit dem ER (z.B. Caspase-12) oder dem Golgi-Apparat (z.B. Caspase-2)
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assoziiert (Mancini et al. 2000; Nakagawa et al. 2000). Es kann dadurch aulRerdem zur
sekundaren Freisetzung von Cytochrom-C aus den Mitochondrien kommen (Hickelhoven
2004). Auch fur neurodegenerative Erkrankungen, bei denen es zu Stérungen der Faltung und
Sekretion von Proteinen des ER-Golgi-Kompartiments kommt, konnte dieser Apoptoseweg
bedeutsam sein (Chae et al. 2004).

Vor dem Hintergrund, dass Bl-1 in den durchgefuhrten Zellkompartiment-spezifischen
Immunféarbungen vorwiegend dem ER und dem perinuklearen Randsaum zugeordnet werden
konnte, sollte untersucht werden, ob analog dazu ein Zusammenhang zwischen Lokalisation
und neuroprotektiver Wirkung von BI-1 besteht. Als spezifischer ER-Stressor wurde dazu das
aus der Pflanze Thapsia garganica isolierbare Sesquiterpen-Lakton Thapsigargin (THPS)
gewahlt. THPS ist ein Tumorpromotor, der spezifisch die Ca’*-ATPase des
endoplasmatischen und des sarkoplasmatischen Retikulums inhibiert, und dadurch letztlich
die Ca?*-Freisetzung aus dem ER erhoht. Die Untersuchungen dieser Arbeit haben ergeben,
dass stabil Uberexprimiertes BI-1 sowohl in CSM14.1- als auch in SH-SY5Y-Zellen
signifikant vor Apoptose durch den ER-Stressor Thapsigargin schitzt.

In der aktuellen Literatur finden sich einige Erkenntnisse, die sich mit den Resultaten der
vorliegenden Dissertation decken. Nach Inkubation von beispielsweise HT1080-Zellen mit
THPS bzw. Tunicamycin (TUN), einem Inhibitor der N-terminalen Glycosylierung, durch
den der Glycoproteintransport zwischen ER und Golgi-Apparat gestort wird, lieB sich
ebenfalls eine deutliche Protektion der Bl-1-tberexprimierenden Zellen nachweisen (Chae et
al. 2004).

Ahnliche Erkenntnisse konnten aus Experimenten mit primaren Zellen gewonnen werden. Im
Rahmen eines Bl-1-Knockout-Modells an Mausen wurden primére embryonale Fibroblasten,
Hepatozyten und Neurone ebenfalls mit THPS bzw. TUN versetzt. Dabei wurden BI-17-
Knockout-Zellen und BI-1"*-Kontrollzellen einander gegenlber gestellt. In allen Fallen ergab
sich eine deutlich niedrigere Apoptoserate der BI-1"*-Kontrollzellen (Chae et al. 2004).

Erste in-vivo-Versuche, wobei Kontroll- und Knockout-Méausen TUN injiziert worden ist,
zeigten einen ahnlichen Effekt. In vivo injiziertes TUN fuhrt dabei v.a. zum Tod epithelialer
Zellen des renalen Tubulus (Zinszner et al. 1998; Nakagawa et al. 2000) und zur
Apoptoseinduktion in hippokampalen Neuronen. In Tubuluszellen und Neuronen der
BI-1"*-Kontrollmause zeigte sich histologisch eine deutlich niedrigere Apoptoserate als in
den Zellen der Knockout-Mé&use (Chae et al. 2004).

Somit scheint BI-1 tatsachlich, analog zu seiner Lokalisierbarkeit im ER und der

perinukledren Region, direkt Giber das ER oder tber eine Stoérung der Signaltransduktionskette
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zwischen ER, Golgi und den Mitochondrien, jedoch nicht Uber einen der klassischen
Apoptosewege, einen anti-apoptotischen Einfluss auf die Zelltodregulation nehmen zu kénnen
(Chae et al. 2004). Aus diesem Grund wurde die Wirkung von Bl-1 gegenlber weiteren, in

der Neurologie relevanten, ER-assoziierten Stressoren untersucht.

4.5. BI-1 und OGD/Serumdeprivation-induzierter Stress

Es hat sich gezeigt, dass ER-Stress nicht nur den Untergang von Nervenzellen im Rahmen
neurodegenerativer Erkrankung wie Morbus Alzheimer induziert (Katayama et al. 2004),
sondern aul’erdem eine zentrale Rolle wahrend der Gewebeverletzung durch Ischdmie und
Reperfusion z.B. im Rahmen von Schlaganféllen spielt (Lipton 1999). Ein ATP-Defizit,
ausgeldst durch eine Hypoxie, kann dabei u.a. eine Ca®*-Freisetzung aus dem ER in das
Zytosol bewirken, wodurch weitere Apoptosewege getriggert werden kénnen. Hypoxie und
Hypoglyké&mie initiieren auBerdem eine Fehlfaltung von Proteinen im ER und die Freisetzung
von weiteren transmembranen Signaltransduktionsproteinen aus dem ER, welche ebenfalls an
der Einleitung des Zelltodprogramms beteiligt sind (Orrenius et al. 2003; Breckenridge et al.
2003).

In der vorliegenden Arbeit diente v.a. die Methode der Sauerstoff-/Glukose-Deprivation
(OGD) als Modell zur Induktion eines Ischamie-ahnlichen Zustands in CSM14.1-Zellen.
Dabei wurde den Zellen innerhalb eines definierten Zeitraumes sowohl Sauerstoff und
Glukose, als auch Serum entzogen. SH-SY5Y-Zellen wurden aus technischen Grunden nur
der Serumdeprivation ausgesetzt. Dabei zeigte sich fur beide Zelllinien eine signifikant
hohere Uberlebensrate in den BI-1-lberexprimierenden Zellen wahrend des jeweils Ischamie-
ahnlichen Zustandes.

In der Literatur finden sich bisher nur wenige Artikel, die sich mit der Betrachtung von BI-1
im Rahmen einer Ischdmie befassen. Diese bestétigen jedoch das Ergebnis der vorliegenden
Arbeit anhand von Untersuchungen an anderen Zelllinien.

Die Uberexpression von BI-1 konnte beispielsweise Zellen, welche aus den Ovarien von
Hamstern stammen (CHO-Zellen), ebenfalls vor OGD-induzierter Apoptose schitzen. Fir
Zellen, die als Vergleich mit einer AC-Deletionsmutante von BI-1 transfiziert worden waren,
konnte dagegen kein protektiver Effekt nachgewiesen werden (Westphalen et al. 2005).
Altere Untersuchungen weisen wiederum eine anti-apoptotische Wirkung von Bl-1 gegeniiber
Zelltod, ausgeldst durch Serum- bzw. Wachstumsfaktorentzug in GM701-Zellen (humane
Fibroblasten-Zelllinie) nach (Xu Q und Reed 1998).
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Eine aktuelle Studie hat die Effekte von BI-1 gegentiber einer Ischdmie bereits mit Hilfe von
Bl-1-Knockout-Mdusen in vitro und in vivo untersucht. Bei den in-vitro-Versuchen wurden
primére Hepatozyten dieser M&use ebenfalls fir einen definierten Zeitraum unter OGD-
Bedingungen kultiviert, wobei auch hier eine deutlich bessere Uberlebensrate bei den BI-1*"*-
Kontrollzellen im Vergleich zu den BI-17-Knockout-Zellen nachweisbar war. In vivo wurde
ein Ischamie-Zustand mit Hilfe eines Modells zur Okklusion von hepatischen bzw. renalen
Arterien erreicht. Nach hepatischer Ischamie zeigte sich bei den BI-17-Knockout-Mausen
nicht nur eine signifikant hohere Zelltodrate der Hepatozyten, sondern auch ein verstarkter
Anstieg der Serumtransaminasen AST (Aspartat-Aminotransferase), ALT (Alanin-
Aminotransferase) und LDH (Laktat-Dehydrogenase), eine hohere Akkumulation
neutrophiler Granulozyten im Ischdmie-Gebiet und eine gesteigerte Caspase-Aktivitéat.

+/+

Aulerdem konnte in diesen Tieren im Vergleich zu den BI-1""-Kontrolim&usen eine erhthte
Aktivierung bzw. Freisetzung ER-Stress-spezifischer Proteine, wie u.a. IRE1 (inositol-
requiring enzyme 1), ATF6 (activating transcription factor 6), CHOP (C/EBP homologous
protein) und sXBP-1 festgestellt werden. In den Nieren der BI-1"-Knockout-Mause konnte,
neben einer Erhohung des Kreatinin-Wertes im Serum, ebenfalls eine gesteigerte Sensitivitat
des Gewebes gegenuber renaler Ischdmie nachgewiesen werden (Bailly-Maitre et al. 2006).
Des Weiteren zeigten in-vivo-Schlaganfallexperimente, nach Minderperfusion des Gehirns
die Entstehung eines wesentlich groBeren Schlaganfallareals in BI-17-Knockout-Mausen im

Vergleich zu den BI-1"*-Kontrollmausen (Chae et al. 2004).

4.6. BI-1als Ca*-Regulator

In der Literatur finden sich inzwischen einige Hinweise auf mdgliche Angriffspunkte von
Bl-1 in einer durch ER-Stress initiierten Apoptosekaskade, die sdmtlich eine Assoziation des
BI-1-Signaltransduktionsweges mit der Freisetzung von Ca®* aus dem ER zeigen.

So konnte in BI-1-0berexprimierenden HT1080-Zellen nach Apoptoseinduktion durch
ER-Stressoren wie THPS bzw. TUN im Vergleich zur Kontrolle eine geringere
Ca’*-Freisetzung aus dem ER, eine deutlich reduzierte Caspaseaktivitét und eine verminderte
Depolarisation der Mitochondrienmembran beobachtet werden. Auflerdem zeigte sich, dass
eine durch den ER-Stress ausgelste Aktivierung und Translokation von Bax zu den
Mitochondrien durch die BI-1-Uberexpression unterbunden werden konnte, wahrend BI-1 auf
die pro-apoptotische Wirkung mitochondrialer Stressoren wie STS, keinen Einfluss hatte
(Chae et al. 2004).
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Auch in homozygot BI-1-positiven primdren embryonalen Fibroblasten konnte als Antwort
auf THPS bzw. TUN eine deutlich geringere Ca®*-Freisetzung aus dem ER im Vergleich zu
den BI-1"-Knockout-Zellen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte BI-1 nach
Apoptoseinduktion durch klassische extrinsische (s.1.2.7.) oder intrinsische Stressoren keinen
Einfluss auf Caspaseaktivitdten nehmen, wodurch deutlich wird, dass der Angriffspunkt von
Bl-1 selektiv mit dem ER assoziiert zu sein scheint (Chae et al. 2004).

Ein ahnlicher Effekt konnte auch in mit BI-1-EGFP transfizierten CHO-Zellen beobachtet
werden. Dabei wurde mit Hilfe des Ca®*-Chelators Fura-2 der Ca?*-Gehalt im Zytosol
einzelner Zellen nach Ca?*-Induktion durch ATP gemessen. Bei 72 % der BI-1-EGFP-
(iberexprimierenden Zellen konnte praktisch keine Ca**-Antwort nachgewiesen werden,
wahrend EGFP-Leervektor transfizierte Zellen eine normale Antwort zeigten. Nach
spezifischer Fluoreszenz-Markierung des ER-eigenen Kalziums, konnte in diesen und anderen
Zellen nach BI-1-Uberexpression ebenfalls eine verminderte Ca**-Freisetzung speziell aus
dem ER gezeigt werden. In Zellen, welche eine AC-Deletionsmutante von BI-1
Uberexprimierten, war dieser Effekt hingegen nicht zu beobachten. In BI-1-
(iberexprimierenden CHO-Zellen konnte nach Ca®-Induktion durch ATP bzw. THPS
auRerdem ein verminderter Ca®*-Anstieg in den Mitochondrien festgestellt werden. Es wird
somit vermutet, dass BI-1 Uber eine Reduktion der Ca®*-Freisetzung aus dem ER auch
dampfend auf eine Ca®*-Mobilisation im Zytosol und in den Mitochondrien wirkt
(Westphalen et al. 2005).

Unterstitzt werden diese Ergebnisse von der auch in dieser Arbeit demonstrierten
Lokalisierbarkeit von BI-1 im ER, der protektiven Wirkung gegeniber ER-Stressoren und
von der Tatsache, dass der Aufbau der transmembranen Doméanen von BI-1 dem eines lonen-
Kanals &hnelt. Die transmembranen Elemente des Bl-1-Proteins weisen dabei eine a-helikale
Struktur mit sowohl hydrophilen als auch hydrophoben Resten auf, die in &hnlicher
Anordnung vorkommen wie bei den meisten lonen-Kanalen. Die nicht transmembranen
Regionen sind relativ kurz, was ebenfalls typisch fir Kanal-bildende Proteine ist (Xu Q und
Reed 1998), so dass der Verdacht nahe liegt, dass es sich moglicherweise bei BI-1 selbst um
ein Kanal-Protein handeln konnte (Xu Q und Reed 1998; Bolduc et al. 2003). In einer
Funktion als lonen-Kanal-Protein konnte BI-1 direkten Einfluss auf die Freisetzung von Ca**
nehmen. Der tatsdchliche Nachweis einer Kanal-Funktion von BI-1 ist allerdings bislang nicht
gelungen.
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4.7. Fazit dieser Arbeit

In der vorliegenden Dissertation konnte BI-1 erstmals als ER-Protein und potenter
Apoptoseinhibitor gegenlber ER-assoziiertem Stress in Neuronen prasentiert werden.
Gegenuber  Induktoren der intrinsischen, von den Mitochondrien abhdngigen
Apoptosekaskade konnte dagegen kein protektiver Effekt von BI-1 nachgewiesen werden.
Unterstutzt werden diese Ergebnisse durch den vorwiegenden Nachweis von BI-1 im ER und
der perinukledren Region, wéhrend es in Mitochondrien nicht zu finden war.

BI-1 scheint somit auch in Neuronen nur Uber einen ER-assoziierten Signaltransduktionsweg
und nicht tber einen der klassischen Apoptosewege einen anti-apoptotischen Einfluss auf die
Zelltodregulation nehmen zu kénnen. Dadurch liegt eine Relevanz von BI-1 gegenuber der
Entstehung neurodegenerativer Erkrankung wie Morbus Alzheimer nahe, da auch dort der
Untergang von Nervenzellen durch ER-Stress ausgeldst werden kann (Katayama et al. 2004).
Die anti-apoptotische Wirkung von BI-1 gegeniiber ER-assoziiertem Stress ausgeldst durch
die Erzeugung eines Ischamie-ahnlichen Zustandes uber den Entzug von Sauerstoff und
Glukose bzw. Serum zeigt aulRerdem, dass BI-1 nicht nur ein interessantes Kandidatengen fir
die Therapie neurodegenerativer Erkrankungen ist, sondern auch eine wichtige Rolle bei der
Limitierung von Zellschdden im Rahmen von ischamischen Schlaganféllen spielen kénnte.
Der neuroprotektive Effekt von BI-1 gegeniber Thapsigargin, das als Ca®*-ATPase-Inhibitor
des ERs direkten Einfluss auf die Ca**-Freisetzung hat, kénnte ein erster Hinweis sein, dass
BI-1 auch in Neuronen ber Eingriffe in die Ca?*-Mobilisation wirkt. An dieser Stelle bietet
sich ein guter Ansatzpunkt fiir zukinftige Studien zur Aufdeckung des detaillierten

Signaltransduktionsweges flr die BI-1-vermittelte Neuroprotektion.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

5.1. Deutsch

Bl-1 (Bax-Inhibitor-1) konnte in Hefen, Pflanzen und verschiedenen Sé&ugetierzellen
vorwiegend als anti-apoptotisches Protein charakterisiert werden.

Um die Funktion von BI-1 in Neuronen zu untersuchen, wurde sowohl HA- als auch
GFP-getaggtes BI-1 transient und stabil in CSM14.1- (nigro-striatale Rattenzelllinie) und
SH-SY5Y-Zellen (humane Neuroblastomzelllinie) Giberexprimiert.

Uberraschenderweise zeigte sich nach Bax-induzierter Apoptose kein verbessertes Uberleben
von transient BIl-1-exprimierenden Zellen. Im Gegensatz dazu konnte nach stabiler
Uberexpression von BI-1, wobei sich ein gleichmaRiges Bl-1-Expressionsmuster zeigte, ein
neuroprotektiver Effekt abhdngig vom Zelltodstimulus belegt werden. BI-1 konnte in beiden
neuronalen Zelllinien vor ER-Stress durch den Ca?*-ATPase-Inhibitor Thapsigargin schiitzen,
wahrend Mitochondrien-assoziierter Zelltod, ausgelést durch den Kinaseinhibitor
Staurosporin nicht inhibiert werden konnte. AufRerdem zeigte sich im Rahmen eines Modells
zur Induktion eines Ischédmie-&hnlichen Zustands durch den Entzug von Sauerstoff und
Glukose bzw. Serum ebenfalls ein neuroprotektiver Effekt von BI-1.

Eine Betrachtung der subzelluldren Lokalisation von BI-1 hat zusatzlich ergeben, dass Bl-1
vorwiegend mit dem ER und dem perinukledren Randsaum, jedoch nicht mit den
Mitochondrien assoziiert ist.

Zusammenfassend zeigt sich, dass eine im ER lokalisierbare Bl-1-Expression auf niedrigem
Niveau neuroprotektiv gegentiber ER-assoziiertem Zelltod und Ischdamie wirkt. BI-1 ist somit
ein interessantes Kandidatengen fur die Therapie von neurodegenerativen Erkrankungen und
Schlaganféllen. In der Literatur finden sich Hinweise auf eine Beteiligung von BI-1 an
Prozessen der Ca?*-Freisetzung aus dem ER. Weitere Studien mit dem Ziel, den
Signaltransduktionsweg von BI-1 in Neuronen aufzudecken, der ursachlich fir die

beobachtete ER-assoziierte Neuroprotektivitat ist, sind somit notwendig.
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5.2.  Englisch

Bl-1 (Bax-Inhibitor-1) has been characterized as anti-apoptotic protein in yeast, plants and
various mammalian cell lines.

To explore the function of BI-1 in neurons, HA- as well as GFP-tagged BI-1 was transiently
and stably overexpressed in rat nigro-striatal CSM14.1 and human SH-SY5Y neuroblastoma
cells.

Surprisingly, increased survival of transiently BI-1 overexpressing cells could not be observed
for bax-induced apoptosis. In contrast, after stable overexpression of BI-1 on a moderate
level, showing a smooth expression pattern, a neuroprotective effect depending on the cell
death stimulus could be documented. In both neuronal cell lines BI-1 protected against ER-
stress induced by thapsigargine, blocking the Ca’*-ATPase of the ER, but failed to inhibit
mitochondria-associated cell death induced by the kinase inhibitor staurosporine. Moreover, a
neuroprotective effect of BI-1 could be observed in a model mimicking ischemia-like
conditions, namely oxygen-glucose or serum deprivation.

In addition, examination of the subcellular BI-1-localization revealed that BI-1 is
predominantly associated with the ER and the nuclear envelope but not with mitochondria.
Taken together, Bl-1-expression located to the ER on a moderate level is neuroprotective
towards ER-associated cell death and ischemia. Thus, BI-1 appears as an interesting
therapeutic target in neurodegenerative diseases and stroke. There is increasing evidence for
BI-1 being involved in processes of Ca”*-release from the ER. Future experiments may aim at
the discovery of the signal transduction pathway of Bl-1 in neurons underlying the observed

ER-associated neuroprotectivity.
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