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Abkiirzungen und Anglizismen

a-Helix Die a-Helix ist ein hiufig auftretendes Motiv der
Sekundirstruktur eines Proteins

Apoptose genetisch geregelter, programmierter Zelluntergang

APS Ammoniumperoxodisulfat

Axon Nervenzellfortsatz

BAG-Doméne C-terminale Region der BAG-Proteine

BAG-NUC BAGI1-Mutante, die den Zellkern nicht mehr verlassen kann

BAG1-Protein

Bcl-2-assoziierte athanogene: Proteingruppe

BCA Bicinchonin-Séure

blunt ends am Ende der Schnittstellen der DNA stehen gepaarte Basen,
doppelstringige DNA

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

bzw. beziehungsweise

CA™ Kalzium

CaCl, Calciumchlorid

cDNA Complementary DNA, durch reverse Transkription von mRNA

Chaperone engl. Anstandsdame, wichtige Katalysatoren der Proteinfaltung
in einer Zelle

CMV Zytomegalievirus

Colonkarzinom | Darmkrebs

CSM14.1-Zellen

nigro-striatale Rattenzellen

Cytochrom c kleines Protein mit etwa 100 Aminoséuren aus der Familie der
Cytochrome, das in den Mitochondrien zur Energiegewinnung
eine entscheidende Rolle als Elektronencarrier
(Elektronentransporter) spielt.

CY3 Cyanine 3

DAPI 4’,6-diamidine-2 "-phenylindole dihydrochloride

dATP/ddATP Desoxy-Adenosintriphosphat/didesoxy-Adenosintriphosphat

dCTP/ddCTP Desoxy-Cytidintriphosphat/didesoxy-Cytidintriphosphat
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DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNA-Ligasen Enzyme zur Reparatur und Replikation von DNA
DTT Dithiothreitol

dTTP/ddTTP Desoxy-Thymidintriphosphat/didesoxy-Thymidintriphosphat
dUTP Desoxy-Uridintriphosphat

ECL enhanced chemoluminescence

EcoRI Restriktionsstelle

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EGFP enhanced green fluorescent protein

EGTA ethyleneglycol-bis(p-aminoethyl)-N,N,N’,N 'tetraacetic acid
ER Endoplasmatisches Retikulum

Erkl1/2 Protein

FBS gold fetales Rinderserum (fetal bovine serum)

FCS Fetal Calf Serum, Fetales Kélberserum
293-HEK- 293-human embryonic kindey-Zellen

Zellen

h Stunde (hour)

H,O Wasser

HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
Hsp70 Hitzeschockprotein

ICC Immunzytochemie

KClI Kaliumchlorid

kDa Kilo-Dalton

KH,PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

Leukémie Blutkrebs

ul Mikroliter
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Malignitét

Bosartigkeit

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Metamorphose | Durchlaufen verschiedener Entwicklungsstadien

MG132 N-carbobenzoxyl-Leu-Leu-leucinal

MgCl, Magnesiumchlorid

MgSO4 Magnesiumsulfat

Mitose Zellkernteilung bei Zellen eines eukaryotischen Lebewesens

ml Milli-Liter

mM Milli-Mol

MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsiure

Morphogenese | Entwicklung von Organismen, Organen und Organellen

NaCl Natriumchlorid, Kochsalz

Na,HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat

NaOH Natriumhydroxid

NeuN neuronal nuclei

Ng Nanogramm

NGS Ziegenserum (normal goat serum)

NLS nuklear localization signal

NSE Neuronen-spezifischer Promotor

Nukleotid Molekiil, das als Grundbaustein von Nukleinsduren (DNA und
RNA) fungiert

PBS Phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlosung (phosphate-
buffered saline)

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

pellets Zelliibersténde

PFA Paraformaldehyd

pH Negativ dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration

PIPES Piperazine-N,N -bis(2-hydroxypropanesulfonic acid)
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pmol
pluripotente
Zellen

Prostata

Proteasom

Picomol
Stammzellen

Vorsteherdriise
Proteinkomplex von 1.700 kDa, der im Zytoplasma und im

Zellkern (bei Eukaryoten) Proteine zu Fragmenten abbaut und
daher zu den Peptidasen z&hlt.

Raf-1-Kinase

serine-threonine-specific protein kinase Raf-1

SDS

Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Siah Drosophila seven in absentia gen
STS Staurosporin
sticky ends am Ende der Schnittstellen der DNA stehen ungepaarte Basen,
einstringige DNA
SV40 Simian vacuolating virus 40
tag Kurze, einem Protein angefiigte Aminosduresequenz
Taq thermostabiles Bakterium “Thermus aquaticus”
TBE Tris-Borsdure-EDTA-Puffer
TBS-T Tris buffered saline-Tween
TE Tris-EDTA-Puffer
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Templates Engl., Vorlagen
TH Thapsigargin
TNF Tumornekrosefaktor
Tris Trizma®Base (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
UBL Ubiquitin-like-Domdne
u.s.w. Und so weiter
Uv Ultraviolett
vitro lateinisch: ,,im Glas*, Versuche im Reagenzglas
vivo Versuche am lebenden Wesen
well Kammer, Vertiefung
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WT Wildtyp

Xhol Restriktionsstelle

ZNS Zentrales Nervensystem

Zytosol fliissige Bestandteile des Zytoplasmas einer eukaryotischen Zelle
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1.Einleitung

1.1. Die BAG-Proteinfamilie

1.1.1. Grundlagen
Das erste Bcl-2-assoziierte athanogene (= BAG1-Protein) wurde 1995 entdeckt (Takayama et

al. 1995). Bis heute zdhlt diese Proteinfamilie im Sdugetierorganismus mindestens sechs
Mitglieder (Doong et al. 2002). Allerdings kommen BAG-Proteine auch in Hefen,
Invertebraten, Amphibien, Sdugetieren und Pflanzen vor (Takayama und Reed 2001), was
nahe legt, dass sie, als in der Natur weitverbreitete Eiweilmolekiile, essenzielle zelluldre
Funktionen ausfiihren.

Man weil}, dass die Proteine der BAG-Familie an vielen verschiedenen zelluldren Prozessen,
wie z. B. dem Zelliiberleben, der Stressantwort, der Proliferation, Migration und Apoptose
beteiligt sind und dies tliber die Interaktion mit anderen Proteinen erreichen (Doong et al.
2002). BAG-Proteine scheinen zudem, in Abhéngigkeit von ihrer subzelluldren Lokalisation,
eine unterschiedliche Rolle zu spielen. Es wird angenommen, dass dies nicht zuletzt auch vom

Entwicklungsstadium der Zelle abhingig ist (Kermer et al. 2002).

Die BAG-Proteine enthalten mit Ausnahme von BAGS, alle eine einzelne BAG-Domdne
(Doong et al. 2002), die der Proteinfamilie ihren Namen gab. Als BAG-Domdne wird eine C-
terminale Region bezeichnet (Takayama et al. 1997), die aus 110-124 Aminosduren besteht
und in drei anti-parallelen a-Helices angeordnet ist. Die erste und zweite a-Helix (a1 und a2)
vermittelt dabei die Interaktion mit der Raf-1-Kinase (siehe auch unter 1.2.2.), die zweite und
dritte a-Helix (02 und a3) dagegen die mit der ATPase-Domdne von Hsc70/Hsp70 (siehe
auch unter 1.2.1.) (Sondermann et al. 2001; Takayama und Reed 2001) und dem TNF-
Rezeptor-1 (Antoku et al. 2001).

Die Bindung zwischen BAGI und Hsc70/Hsp70 basiert auf energieabhingigen
elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen (Doong et al. 2002). Diese werden
tiber vier Aminosiuren erreicht, die sich in allen bekannten BAG-Proteinen konserviert
finden. Mutationen in diesem Bereich gehen mit einer signifikanten Verschlechterung der
Bindung einher (Sondermann et al. 2001). Die Proteine der BAG-Familie unterscheiden sich
hingegen mafigeblich untereinander in ihren N-terminalen Doménen, {iber die die Diversitit

der Interaktionspartner vermittelt wird. Zum Beispiel besitzen BAG1 und BAG6 eine



Ubiquitin-like-Domdne (UBL) (Doong et al. 2002), iiber die eine Bindung an das Proteasom

ermdglicht wird. Somit ist eine regulierende Funktion dieser Proteine bei der Proteinfaltung

(Chaperone, Hsp70) und der Proteindegradation (Proteasom) wahrscheinlich (Luders et al.

2000).

1.1.2. BAG1

BAGI1 wurde als erstes Mitglied der BAG-Proteinfamilie in einer Screening-Untersuchung

auf Bcl-2-Interaktionsproteine gefunden (Doong et al. 2002; Takayama et al. 1995).

Das BAGI1-Gen codiert iiber verschiedene Startpunkte auf der DNA fiir vier Protein-
Isoformen (vgl. Tab. 1): BAGIL (52 kDa), BAGIM (46 kDa), BAG1S (29 kDa) und BAG1
(34 kDa) (Doong et al. 2002).

Hauptsachliche Domaénen Bindungspartner Groéle | NLS
Lokalisation in
kDa
BAG1 Zytoplasmatisch/ BAG- Androgenrezeptor, 34 Zweiteilige
gelegentlich auch | Doménen, Hsp70, CHIP, Raf-1- NLS an der
nukleédr UBL- Kinase, PDGF, HGF, C-
Doménen Vit.-D-Rezeptor terminalen
BAG-
Doméne
BAGI1S zytoplasmatisch BAG- 29
Doménen,
UBL-
Doménen
BAG1M Zytoplasmatisch/ BAG- Androgenrezeptor, 46
(RAP46/HAP46) gelegentlich auch | Domaénen, Glukokortikoidrezeptor,
nukleér UBL- GFP
Doménen
BAGI1L nukledr BAG- Androgenrezeptor ~ und | 52 Zusitzlich
Doménen, Erh6hung der zur
UBL- Transkription des zweiteiligen
Doménen, Androgenrezeptors NLS C-
NLS terminal

noch eine
einteilige
NLS am N-

Terminus

Tab. 1: Zusammengestellt aus: Knee et al. (2001)




Der entscheidende Unterschied zwischen den BAGI1-Isoformen besteht in ihrer N-terminalen
Léange, welche die Interaktion mit verschiedenen zelluldren Bindungspartnern erlaubt
(Takayama und Reed 2001). Auch unterscheiden sich die BAG1-Isoformen hinsichtlich ihrer
bevorzugten subzelluliren Verteilung. BAGIL kommt primédr im Zellkern vor, BAGIM,
BAGI1S und BAG1 dagegen werden hauptsdchlich im Zytoplasma exprimiert (Doong et al.
2002). Allerdings kann man BAG1 und BAGIM in Abhingigkeit vom jeweiligen Zelltyp, der
Stressbelastung und dem Entwicklungsstadium der Zelle, gelegentlich auch im Zellkern
finden, (Kermer et al. 2002; Liu et al. 1998; Takayama et al. 1998).

BAGT1 scheint dabei essenziell fiir die neuronale Entwicklung zu sein, da beobachtet wurde,
dass Méuse, denen das BAG1-Gen fehlt (BAG 1 —/—), schon als Embryonen versterben und
deutliche Storungen in der neuronalen Schichtung im Gehirn zeigen (G6tz et al. 2005). Bei
einer Uberexpression in vitro und in vivo fordert BAGI hingegen die neuronale
Differenzierung und erhoht die Resistenz der Zellen gegeniiber verschiedenen Todesstimuli

(Kermer et al. 2002).

1.1.3. Lokalisation von BAGL1 in der Zelle
Die verschiedenen BAG1 Unterformen haben eine bevorzugte subzelluldre Lokalisation. Es

ist bekannt, dass BAG1 ein NLS (nuklear localization signal) besitzt (Doong et al. 2002) und
sowohl nukledr als auch zytoplasmatisch gefunden werden kann. Ein NLS fiihrt
normalerweise dazu, dass ein Protein in den Zellkern gelangt und dort verbleibt. BAGI besitzt
eine zweiteilige NLS die sich am C-terminalen Ende, der BAG-Doméne vorgelagert, befindet.
Zusitzlich besitzt BAGIL eine einteilige NLS am N-Terminus (Packham et al. 1997; Zeiner
und Gehring 1995).

Die Lokalisation der BAG1 Isoformen in einer Zelle wird durch verschiedene Umstidnde
beeinflusst und reguliert, und scheint so ein weiterer wichtiger Mechanismus zu sein, die
Aktivitdt und Eigenschaften von BAGI zu steuern (Townsend et al. 2003). Gelangt BAGI
beispielsweise in den Zellkern, kann es die Glukokortikoidrezeptorkonzentration oder auch
die Transkription von Genen beeinflussen (Zeiner et al. 1999).

BAGI findet sich sowohl im sich entwickelnden als auch im reifen Nervensystem von
Sdugetieren (Crocoll et al. 2000; Takayama et al. 1997), wobei es wihrend der neuronalen
Entwicklung/Differenzierung seine Lokalisation in der Zelle @ndert. In vitro und in vivo
konnte gezeigt werden, dass BAGI wéhrend der Proliferation bzw. zu Anfang der
Differenzierung hauptsichlich im Zellkern vorkommt und nach Abschluss der Migration und
der Differenzierung der neuronalen Vorlduferzellen ausschlieBlich im Zytoplasma gefunden

wird (Kermer et al. 2002). Die Lokalisation von BAG1 in einer Zelle scheint also erheblichen



Einfluss auf dessen Funktionen und Eigenschaften zu nehmen. Eine genauere Untersuchung
einer BAG1-Mutante, die den Zellkern nicht mehr verlassen kann (BAG-NUC, eine BAGI-
Mutante kloniert von P. Kermer), erscheint deshalb sinnvoll und kann weitere Erkenntnisse

hinsichtlich der Bedeutung der Lokalisation des BAG1 in einer Zelle ermdglichen.

1.2. Bindungspartner des BAG1

Nicht nur die Lokalisation von BAG1 in einer Zelle scheint Einfluss auf seine Funktionen zu
nehmen, sondern auch die verschiedenen Bindungspartner sind wichtige Regulatoren der
Proteineigenschaften (Townsend et al. 2003).

Die Bindungspartner, deren Interaktion mit BAGI in dieser Arbeit behandelt wird, sollen im

Folgenden eingehender beschrieben werden.

1.2.1. Hitzeschockproteine (Hsp70/Hsc70)
Allgemeines:

Hitzeschockproteine gehdren zur Familie der molekularen Chaperone (engl. Anstandsdame),
die die wichtigsten Katalysatoren der Proteinfaltung in einer Zelle sind (Loffler 1998).

Zu ihrem Namen sind die Hitzeschockproteine gekommen, da man sie erstmals in Zellen der
Fruchtfliege Drosophila fand, nachdem sie besonders hohen Temperaturen ausgesetzt waren
(Tissieres et al. 1974). Spiter zeigte sich, dass die Hitzeschockproteine nicht nur bei Hitze,
sondern auch bei anderen Formen des Zellstresses exprimiert werden. Allerdings gehoren
einige Hitzeschockproteine zu Proteingruppen, die physiologisch in einer Zelle vorhanden
und fiir deren Funktion unerldsslich sind (Schlesinger 1990). Wichtig sind sie zum Beispiel,
um Steroidhormonrezeptoren in einem inaktiven Zustand zu halten, solange diese nicht
bendtigt werden (Knee et al. 2001).

Man kann mehrere verschiedene Hitzeschockprotein-Gruppen nach ihrem jeweiligen
molekularen Gewicht unterscheiden, zum Beispiel Hsp70, Hsp60 und Hsp90 (Schlesinger
1990). BAGI interagiert mit Hsp70. Hitzeschockproteine kommen bei Pflanzen, Tieren und
in Mikroorganismen vor (Campbell 1997). Sie sind nicht nur sehr weit in der Natur verbreitet,
sondern auch in ihrem Aufbau sehr dhnlich. Als Beispiel sei hier Hsp70 angefiihrt, dessen

Gensequenz bei E.coli und dem Menschen zu ca. 50% tibereinstimmt (Schlesinger 1990).

Hsp70/Hsc70:

Hsp70 und Hsc70 gehdren zur Gruppe der Hitzeschockproteine mit einem Molekulargewicht
von 70-kDa (Townsend et al. 2003), die ecine der am besten charakterisierten

Chaperonegruppen reprasentiert (Lindquist und Craig 1988).



Das Hsp70-Gen wird in einem bestimmten Stadium der Zellteilung (der frithen S-Phase) und
bei diversen Arten von Zellstress aktiviert (Schlesinger 1990). Aullerdem zeigte sich, dass
Hsp70 am Transport von Proteinen zwischen Zellorganellen, wie z. B. Mitochondrien,
Lysosomen und dem Chloroplast beteiligt ist (Cheng et al. 1989; Chiang et al. 1989; Deshaies
et al. 1988). Hierfiir entfaltet Hsp70 die Proteine, so dass diese durch Membranporen passen,
die sie in gefaltetem Zustand nicht passieren konnen (Schlesinger 1990). Nach der
Membranpassage wird das Protein dann wieder in seine Tertidrstruktur zuriickgefiihrt.

Bis jetzt sind vier verschiedene Hauptproteine der 70-kDa Hitzeschockproteinfamilie bei
Saugetieren bekannt, die in verschiedenen Zellorganellen vorkommen (Townsend et al. 2003).

Eine Ubersicht hierzu bietet Tabelle 2:

Protein: Lokalisation: Expressionsmuster: Aufgaben:

Hsc70 Zytoplasma/Zellkern Konstitutiv -verhindern die

Proteinaggregation

Hsp70 Zytoplasma/Zellkern Bei Zellstress -Konformationshilfe
-Entfalten und Abbau
mHsp70 Mitochondrien Konstitutiv ,.falscher* Proteine
-Funktionskontrolle
BiP/GRP78 Endoplasmatisches Retikulum | Konstitutiv von Z. B.
(ER) Transkriptionsfaktoren

Tab. 2: Die wichtigsten Vertreter der 70-kDa Hitzeschockproteine

Zusammengestellt aus: Townsend et al. (2003)

1.2.2. Raf-Kinase
Die Raf-Kinase gehort zu Proteinen, die den Zellzyklus regulierende Signale von extrazelluldr

an die Zelle weiterleiten. Sie spielt eine wichtige Rolle im Signaltransduktionsweg der
mitogenen Wachstumstaktoren (Loffler 1998). Fiir die Induktion spezifischer Gene iiber die
Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren ist die ,,Mitogen-aktivierte-Proteinkinase* (MAPK)
besonders wichtig, die durch Raf-Kinase aktiviert wird. Zu Beginn dieser Proteinkinase-
Kaskade steht die Bindung eines Liganden an einen Tyrosinkinaserezeptor, was zum
Andocken von Adapterproteinen filihrt, die wiederum dann ein als Ras bezeichnetes G-Protein

aktivieren. Ras aktiviert dann die Raf-Kinase und diese dann die MAPK (Loffler 1998).

Zur Ubersicht die ,, Ras-Raf-mitogen-activated protein kinases (MAPK) cascade *:
Tyrosinrezeptor mit Ligand — Adapterproteine — Ras — Raf-Kinase — MAPK —

Transkriptionsfaktoren — Steigerung der Transkription verschiedener Gene.




Verstiarkt werden z. B. Gene abgelesen, die flir einen gesteigerten Stoffwechsel, die
Biosynthese extrazellulirer Matrix, die Nukleotid- und DNA-Biosynthese, fiir
Transkriptionsfaktoren und fiir die Signaltransduktion verantwortlich sind (Loffler 1998).

BAG1 ist eines der Proteine, das an die serine-threonine-specific protein kinase Raf-1 (Raf-1-
Kinase) bindet und diese beeinflussen kann, indem es die Aktivitdt der Raf-1 steigert (Wang
et al. 1996). Die Raf-1-Kinase aktiviert das Protein Erk, welches dann in der phosphorylierten
Form vorliegt und die Zelldifferenzierung stimuliert (Doong et al. 2002). BAGI interagiert
mit Raf-1 iiber seine BAG-Domine und hier {iber die anti-parallelen a-Helices ol und a2
(Doong et al. 2002). Es gibt jedoch auch Hinweise, dass diese Interaktion iiber die N-
terminalen Doménen vermittelt wird (Sondermann et al. 2001; Townsend et al. 2003). Dabei
ist liberraschend, dass BAG1 mit anderen Proteinen (z. B. Ras und die 14-3-3 Proteine),
welche Raf-1 aktivieren kdnnen, keine groBeren Ahnlichkeiten in der Aminosiuresequenz

aufweist (Wang et al. 1996; Xiao et al. 1995).

Es wird angenommen, dass in der Zelle unter normalen Umsténden ein Gleichgewicht der
Bindung zwischen BAG1 und Hsp70 einerseits und zwischen BAG1 und Raf-1 andererseits
besteht. Bei vermehrtem Zellstress erhoht sich die Hsp70-Konzentration in der Zelle. Diese
Konzentrationserhohung konkurriert mit der Raf-1-Kinase und verringert deren Bindung an
BAG], wodurch die Differenzierungsfiahigkeit der Zellen zu Gunsten der Resistenz gegeniiber
Zellstress vermindert wird (Doong et al. 2002). BAG1 scheint also als molekularer Schalter
zu dienen, der unter normalen Umstinden die Zelldifferenzierung fordert, aber unter

Stressbedingungen eine schiitzende Funktion wahrnimmt (Song et al. 2001).

1.3. Aufgaben und Erkrankungen
Die durch BAGI1 regulierten Zellfunktionen sind im Rahmen physiologischer und

pathologischer Vorgidnge von groBer Bedeutung. So ist BAG1 an Regelmechanismen der
Apoptose, Proliferation, Differenzierung, Transkription, Zellbeweglichkeit und verschiedenen
Signalwegen beteiligt (Townsend et al. 2003), was eine Relevanz von BAG1 auch bei der

Entstehung einiger Krankheiten nahe legt.

1.3.1. Die Apoptose
Das Wort Apoptose kommt aus dem Griechischen und bedeutet in etwa Abfallen/Niedergang.

Es dient heute als Beschreibung fiir den genetisch geregelten, programmierten Zelluntergang.
Die Apoptose ist ein wichtiger Mechanismus, mit dem sich der Organismus vor kranken,

mutierten Zellen schiitzt. Dadurch, dass funktionsuntiichtige Zellen ein Signal zur



Apoptoseinduktion bekommen, wird ein intakter Organismus mit gesunden Zellen
gewihrleistet.

AuBerdem ist die Apoptose wihrend der embryonalen Entwicklung (Embryogenese,
Morphogenese und Metamorphose) wichtig. Dabei ist es bedeutsam, dass immer ein
Gleichgewicht zwischen Zellteilung und Zelluntergang besteht. Gerdt dieses Gleichgewicht
aus der Balance, konnen verschiedene Krankheiten die Folge sein. Zum Beispiel kann eine
tiberméBige Zellproliferation, etwa wenn die Zellen die Féhigkeit zur Apoptose verlieren, eine
Tumorerkrankung zur Folge haben. Ein vermehrter Zelluntergang kann dagegen Ursache
einer neurodegenerativen Erkrankung sein. BAGI1 scheint eine groBe Bedeutung bei der
Regulierung des Zellwachstums und der Blockierung der Apoptose zu haben (Kudoh et al.
2002; Takayama et al. 1998), da es in hohen Konzentrationen in verschiedenen humanen
Tumorzelllinien, wie zum Beispiel in Leukédmiezellen, Brustkrebszellen, Prostatatumorzellen
und in Zellen des Colonkarzinoms (Darmkrebs) gefunden wurde. Hierbei fiel insbesondere
eine hohe Konzentration des BAGIL in den Tumorzellen im Vergleich zu gesundem Gewebe

auf (Takayama et al. 1998).

Da die Apoptose ein sehr wichtiger Vorgang fiir die Zelle ist, wird sie auch durch eine
Vielzahl verschiedener Proteine beeinflusst und reguliert.

Es gibt Proteine, die die Apoptose fordern/begiinstigen, und solche, die die Apoptose
hemmen/verhindern. Diese sensiblen Regelmechanismen sind aufgrund ihrer Komplexitét

und ihrer feinen Abstimmung auf vielen Ebenen storanfillig und beeinflussbar.

Beispiele flir pro-apoptotische Proteine: Wirkung:

1. BAX-Protein -Forderung der Freisetzung von Cytochrom c

2. P53 - erhoht die Genexpression von vielen Genen wie z. B. dem
von BAX

-Direkte Apoptoseeinleitung bei DNA-Schiaden (,,Wachter

des Genoms*)

3. RB-Protein (von Retinoblastom) -Bindung und Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren
(wie E2 F)

-kontrolliert den Ubergang der Zelle von der G1- in die S-
Phase des Zellzyklus

Tab. 3: Beispiele fiir pro-apoptotische Proteine und ihr Wirkmechanismus

zusammengestellt aus: Horn et al. (2002)




Beispiele flr anti-apoptotische Proteine: Wirkung:

1. Bcl-2 -verhindert das Freisetzen von Cytochrom c¢ aus den

Mitochondrien

2.RAS -geben Signale von Wachstumsfaktoren an den Zellkern
weiter
3. MDM-2 -foérdert den Abbau von P53

Tab. 4: Beispiele fiir anti-apoptotische Proteine (Protoonkogen) und ihr Wirkmechanismus

zusammengestellt aus: Horn et al. (2002)

BAG1 nimmt in der Zelle Uber verschieden Bindungspartner Einfluss auf die
Apoptosekaskade.

Es wirkt dabei anti-apoptotisch, indem es zum Beispiel das Bcl-2 aktiviert (siche auch
Abbildung 1/1), welches den mitochondrialen Apoptoseweg bremsen kann, oder indem es
iiber die Aktivierung der Raf-1-Kinase das Zellwachstum und die Mitose fordert (siche auch
unter 1.2.2.) (Wang et al. 1996).

Dem Protoonkogen c-Bcl-2 (= Bcl-2 von engl. b-cell lymphoma, da Bcl-2 zuerst in einem B-
Zelllymphom entdeckt worden war) kommt eine herausragende Bedeutung als Inhibitorprotein
der Apoptose zu. Das Bcl-2-Protein befindet sich an den Mitochondrien und stabilisiert diese,
verhindert also, dass zum Beispiel Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien freigesetzt wird und

hemmt damit die Apoptose.

Auch die Interaktion von BAGI1 und Hsp70 hat anti-apoptotische Effekte in der Zelle zur
Folge und ist insbesondere fiir die Neuroprotektion bedeutsam (Doong et al. 2002; Liman et
al. 2005).

Daneben reguliert BAGI als Co-Chaperone von Hsc70/Hsp70 indirekt die Proteinfaltung und
den Proteinabbau in der Zelle, was z. B. Auswirkungen auf die Konzentration von onkogenen

Proteinen haben kann (Doong et al. 2002).




DNA damage

Apoptotic substrates

~

Caspase- 3

| Smac/DIABLO

Abb. 1/1: Beteiligung der BAG-Proteine an der Apoptoseregulation durch Aktivierung des
Bcl-2, welches den mitochondrialen Apoptoseweg bremsen kann.
Diese Abb. wurde freundlicherweise von Dr. J.Liman zur Verfiigung gestellt und ist

modifiziert nach Kermer und Bdhr 2005, Der Ophthalmologe 102:674-78.

1.3.2. Zelldifferenzierung

Zelldifferenzierung bedeutet, dass sich aus einer pluripotenten Vorlduferzelle ein
spezialisierter Zelltyp, wie z. B. Hautzellen, Muskelzellen, Nervenzellen u.v.a., entwickelt.
Diese Zellen unterscheiden sich am Ende der Differenzierung nicht nur in ithrem Aussehen
und Funktion, sondern auch in der Bedeutung ihrer Zellorganellen und -kompartimenten.

Aus in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen kann geschlossen werden, dass BAGI1 die
Differenzierung von Nervenzellen {iber Raf-1-Kinase modulieren kann (Kermer et al. 2002).
So lassen sich in BAGI1 {iberexprimierenden Zellen friih neuronale Differenzierungsmarker
nachweisen. Dariiber hinaus zeigen diese Zellen in-vitro ein vermehrtes Auswachsen ,,axon-

dhnlicher Fortsatze*.
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1.4. Ziel der Arbeit

Die BAG1 Proteine scheinen moglicherweise an der Entwicklung von Tumoren beteiligt zu
sein und konnen die Apoptose iliber verschiedene Mechanismen, welche meistens einer
intakten BAG-Domine bediirfen, hemmen.

Allerdings nimmt BAG1 auch Einfluss auf die Differenzierung von Zellen, sodass es bei
Tumoren eine vermehrte Ausdifferenzierung derselben bewirkt, was einen positiven Einfluss
auf deren Malignitit (Bosartigkeit) haben konnte. Es konnten sich hier also neue
Moglichkeiten fiir molekulare Therapiestrategien vieler Krankheiten eréffnen (Doong et al.

2002).

Die Apoptoseregulation spielt auch hinsichtlich neurodegenerativer Erkrankungen eine Rolle,
da ein vermehrter Zelluntergang ein Charakteristikum neurodegenerativer Erkrankungen ist.
Da BAGI1 anti-apoptotische Effekte besitzt und hier insbesondere die Interaktion von BAGI
und Hsp70 in der Zelle fiir die Neuroprotektion bedeutsam ist, scheinen weiterfithrende
Studien und Funktionsanalysen der BAG-Proteine auch mit Blick auf neurodegenerative

Erkrankungen folgerichtig.

Ziel dieser Arbeit ist eine Funktionsanalyse des BAGI1 vor allem im Hinblick auf die
Bindungsproteine und die Lokalisation von BAG1 in der Zelle. Da bekanntermallen BAGI
wiahrend der neuronalen Differenzierung vom Zellkern in das Zytosol der Zelle wechselt,
liegt die Annahme nahe, dass die Funktion des BAG1 von seiner zelluliren Lokalisation

abhingig ist.

In der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass eine verstirkte BAG1-Expression im
Zellkern mit dem Verlust der neuroprotektiven und ausdifferenzierenden Eigenschaften des
BAGTI einhergeht. Somit ist die zytosolische BAG1-Expression fiir den anti-apoptotischen

Effekt und die Induktion der neuronalen Differenzierung von Bedeutung.
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2.Material und Methoden

2.1. Zellen und Zellkultur

2.1.1. Zellen
Fiir die Versuche dieser Dissertationsarbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:

293-HEK-Zellen:

293-HEK-Zellen stammen von primidren humanen embryonalen Nierenzellen ab. Sie wurden
durch Transformation mit Adenovirus Typ 5-Fragmenten immortalisiert (Graham et al. 1977).
Die Zellen wachsen fibroblastenartig als Monolayer und exprimieren neben Zytokeratinen
und Vimentin auch Neurofilamente. Die Zellen werden in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) mit einem Zusatz an 10% FBS (fetales Rinderserum), ImM L-glutamine,
100U/ml Penicillin und 100pg/ml Streptomycinsulfat kultiviert.

CSM14.1-Zellen:

CSM14.1-Zellen sind nigro-striatale  Rattenzellen, die durch Einflihrung eines
temperatursensitiven SV40 T Antigens immortalisiert wurden. Die Zellen sind resistent auf
Neomycin, sie proliferieren bei 32°C und kdnnen bei 39°C differenziert werden, da bei dieser
Temperatur das SV40 large T Antigen aktiviert wird (Zhong et al. 1993). Die Zellen werden
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) mit einem Zusatz an 10% FBS (fetales
Rinderserum), 1mM L-glutamine, 100U/ml Penicillin und 100pg/ml Streptomycinsulfat

kultiviert.

Kulturmedium:

DMEM (4,5 g/l Glukose) PAA (Pasching, Osterreich)
10 % FBS gold PAA (Pasching, Osterreich)
L-Glutamin PAA (Pasching, Osterreich)
Natrium Pyruvat PAA (Pasching, Osterreich)
100 U/ml Penicillin PAA (Pasching, Osterreich)
100 pg/ml Streptomycin PAA (Pasching, Osterreich)
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2.1.2. Zellkultur

Kultivierung und Differenzierung:
293-HEK-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in Cellstar® 10-cm-Rundschalen

(60 cm®) der Firma ,,Greiner Bio-One* (Kremsmiinster, Osterreich) in Kulturmedium bei
37°C, 5 % CO; und wasserdampfgeséttigter Atmosphére in einem Warmeschrank kultiviert.
Die CSM14.1-Zellen wurden ebenfalls in 10-cm-Rundschalen in Kulturmedium kultiviert,
allerdings bei 32°C, 5 % CO, und wasserdampfgesittigter Atmosphére. Fiir weiterfiihrende
Versuche wurden Platten der Firma ,, Becton Dickinson‘ (Franklin Lakes, NJ, USA) mit
unterschiedlicher Grof3e der Vertiefungen (wells) in den Platten verwendet.

Differenziert wurden die CSM14.1-Zellen durch Inkubation bei 39°C unter sonst gleichen

Bedingungen wie bei 32°C.

Passagierung:

Um die Zellen in Kultur zu halten, zu passagieren und zu vermehren, wurden konfluente
(dichte) Zellen unter sterilen Bedingungen mit Trypsin abgelost. AnschlieBend wurde das
Trypsin mit der doppelten Menge des jeweiligen Kulturmediums verdiinnt und die Zellen bei
Raumtemperatur und bei 1.500 Umdrehungen/min. fiir 5 min. abzentrifugiert. Nach
Verwerfen des ,,Trypsinmediumgemisches* (Uberstand) konnten die Zellen in 1 ml des
jeweiligen Kulturmediums wieder aufgenommen und diinn auf eine neue Kulturplatte

aufgetragen werden, und so erneut in Kultur genommen werden.

1 x Trypsin 10 x Trypsin PAA (Pasching, Osterreich)
1:10 in PBS verdiinnt

Fixierung:
Um Zellen zu fixieren, wurde 4% PFA (Paraformaldehyd) verdiinnt in PBS (phosphate-
buffered saline) verwendet. Die Zellen wurden fiir 15 min bei Raumtemperatur in PFA

inkubiert, danach mit PBS gewaschen.

PBS (pH 7.4) 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO,4; 2 mM KH,PO,
CSM-Fixans (pH 7.5) 4 % PFA in PBS Fluka Chemie @~ GmbH (Buchs,

Schweiz)
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Zahlen der Zellen:

Zum Zihlen der Zellen wurden die Zellen mit Trypsin von den Kultivierungsplatten geldst
und nach dem Herunterzentrifugieren (bei 1.500 Umdrehungen/min fiir Smin) in 1ml
Kulturmedium resuspendiert.

25ul dieses Gemisches in 225l einer Trypanblaulosung (=125ul Trypanblau und 100ul PBS)
waren die  Voraussetzung zur  mikroskopischen  Quantifizierung in  einer
Neubauerzdhlkammer. Da diese nur ein Volumen von 0,4pul fasst, muss die absolute Zellzahl
in Iml =1000ul (s.0o. Resuspensierungsmedium) gemill folgendem Beispiel berechnet
werden: Auszdhlung von 180 Zellen in 0,4pul, folgt 180 x 1000 / 0,4 = 450.000. Da aber das
Verhiltnis 1:10 betragen hat (25ul Zellen in Medium und 225ul Trypanblauldsung), war das
Ergebnis noch mit 10 zu multiplizieren. In 1ml sind in diesem Beispiel folglich 4.500.000

Zellen enthalten.

Zihlmedium 60 % Trypanblau-Losung (0,4 %) Sigma-Aldrich (Steinheim)
in PBS

Einfrieren der Zellen:
Zum Einfrieren der Zellen 16ste man die Zellen, wie beim Passagieren, mit Trypsin von den

10-cm-Rundschalen ab. Nach dem Abzentrifugieren wurden die Zellen allerdings nicht in
Kulturmedium, sondern in 1 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert und, nach langsamer

Abkiihlung auf Eis, bei -80°C im Gefrierschrank gelagert.

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

Auftauen der Zellen:
Alle Zelllinien wurden rasch bei 37°C aufgetaut und bei 1.500 Umdrehungen/min. fiir 5 min.

bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands und einmaligem
Waschen mit PBS wurde der Zelliiberstand in 1 ml Medium resuspendiert, in jeweiligem

Kulturmedium auf 10-cm-Rundschalen ausplattiert und erneut in Kultur genommen.
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2.2. Plasmide/Zellklonierung

2.2.1. Plasmide

Eine Zelle stellt aus ihrer genetischen Information (= DNA) Proteine her, indem sie von der
DNA die genetische Information abliest (Transkription) und diese dann in Proteine
umwandelt (Translation). Damit kann eine Zelle nur die Proteine herstellen (exprimieren),
deren genetische Informationen auch auf ihrer DNA vorhanden sind. Soll eine Zelle nun ein
spezielles Protein herstellen, welches natlirlicherweise nicht in ihrem Erbgut vorhanden ist,
muss dieses Gen in die Zielzelle eingebracht werden; erst dann kann die Zelle auch das
gewiinschte Protein exprimieren. Dies erfolgt mit Hilfe von Vektoren. In den meisten Féllen
sind Vektoren so genannte Plasmide, die aus Bakterien gewonnen werden. Plasmide sind
kleine, zirkuldre und doppelstringige DNA-Molekiile, die sich in einer Bakterienzelle
autonom, d. h. unabhéngig vom eigentlichen Zellzyklus, replizieren kdnnen (Campbell 1997).
In diese Plasmide ldsst sich ein Teil einer gewiinschten Fremd-DNA (Insert) einbauen,
wodurch eine rekombinante DNA entsteht. Die so verdnderten und in die Bakterienzelle
zuriickgegebenen Plasmide konnen nun von diesen vervielfaltigt (kloniert) werden. Die
Inserts werden mit Hilfe von Restriktionsenzymen in das Plasmid eingefiigt. Dabei handelt es
sich um bakterielle Enzyme, die die Bakterien gegen die DNA anderer Organismen schiitzen,
wie z. B. vor Viren oder anderen Bakterienzellen. Die Bakterien schiitzen ihre eigene DNA
vor dem Zerschneiden durch die Restriktionsendonuclease mit Hilfe angehdngter
Methylgruppen an den Basen ihrer DNA, so konnen die Restriktionsenzyme diese nicht mehr
erkennen und die eigene DNA nicht zerschneiden (Campbell 1997). Restriktionsenzyme
zerschneiden fremde DNA an spezifischen, von der Nukleotidsequenz abhingigen Stellen
(Restriktionsstellen). Die so entstehenden  Restriktionsfragmente  bestehen  aus
doppelstrangiger DNA, bei der am Ende der Schnittstellen entweder gepaarte Basen, also
auch doppelstringige DNA (blunt ends) oder ungepaarte Basen, iiberstehende einstringige
DNA (sticky ends) stehen. In die so erreichte ,,Offnung* des Plasmidrings ist es moglich die
spezifischen Inserts einzufiigen und iiber die Restriktionsschnittstellen diese mit dem Plasmid
zu verkniipfen. Die Verkniipfung (Ligation) erfolgt kovalent mit Hilfe von DNA-Ligasen
(Enzyme zur Reparatur und Replikation von DNA).

Um Zellen mit einer stabilen Expression von BAGI1 herzustellen, wurden die CSM14.1-
Zellen mit der flag-markierten p29 BAGI-Isoform aus der Maus unter Kontrolle eines
neuronenspezifischen Promotors (NSE) transfiziert (Kermer et al. 2002; Takayama et al.

1997). Diese dienten als Positivkontrolle fiir unsere Experimente. Als Negativkontrolle
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verwendeten wir mit einem leeren Vektor transfizierte CSM14.1-LUC-Zellen sowie nicht
transfizierte CSM14.1-Zellen (Wildtyp, WT). Um ein BAGI1-Protein zu generieren, das nur
im Zellkern exprimiert wird (BAG-NUC), wurde die p29BAGl1 cDNA iiber die
Restriktionsstellen EcoRI und Xhol C-terminal mit einer NLS (nuclear localization signal) in
ein pcDNA3-Plasmid (Knee et al., 2001; Kermer, personliche Klonierung) kloniert. Bei dem
NLS handelt es sich um eine SV40-largeT-like NLS-Sequenz, die zuvor tber die
Restriktionsstellen HindIII und EcoRI in das pcDNA3-Plasmid kloniert wurde (Knee et al.,
2001).

2.2.2. DNA-Amplifikation
Um die DNA zu vermehren (Amplifikation) wird das Plasmid mit der rekombinanten DNA

wieder in das Bakterium eingebracht, dieser Vorgang wird als Transformation bezeichnet
(Aufnahme nackter DNA aus der Umgebung in eine Zelle). In unseren Experimenten wurden
die Plasmide vermittelt {iber Kalziumchlorid mit Hilfe von plotzlichen Temperaturdnderungen
in die Bakterien eingeschleust. Als kompetente Bakterien wurden, bei —80°C in steriler
Kalziumchlorid-Losung gelagerte, E. coli DH5a-Bakterien (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
verwendet.

Fiir die Transformation wurden jeweils 100 pl kompetente E.coli-Bakterien mit je 5 pl
Plasmid-DNA  versetzt. Nach Inkubation fir 30min. auf Eis wurden beide
Transformationsansédtze im Wasserbad fiir 45 sek. auf 42°C erhitzt und anschlieend sofort
auf Eis abgekiihlt. Zur Vermehrung der Bakterien wurden die Proben in je 250 ul sterilem
SOC-Medium aufgenommen und fiir eine Stunde bei 37°C geschiittelt.

Fiir ein selektives Wachstum von einzelnen Bakterienkolonien wurden die transformierten
Bakterien auf einem antibiotikahaltigen Néhrboden ausplattiert. Nach Inkubation fiir
24 Stunden bei 37°C konnten auf diesen Selektionsndhrbdoden aufgrund der

plasmidvermittelten Antibiotikaresistenz nur erfolgreich transformierte Bakterien wachsen.

Kalziumchlorid-Lésung 60 mM CacCl, ;15 % Glycerol; 10 mM PIPES (pH 7,0)

SOC-Medium | 0,5 % 2% 10 mM 2,5 mM 10 mM 10 mM 20 mM Glukose
Hefeextrakt Tryptone NaCl KCl1 MgCl, MgSO,4
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2.2.3. Restriktionsenzymverdau
Uber einen Restriktionsenzymverdau kann die Anwesenheit eines Inserts in der

Klonierungsstelle eines Plasmids iiberpriift werden. Dazu wird amplifiziertes Plasmid erneut
mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut, iiber welche das Insert in den Vektor kloniert
worden ist. Nach Auftragung des Verdaus auf ein Agarosegel, liber welches DNA-Fragmente
in einem elektrischen Feld der GroBe nach aufgetrennt werden, kann ein Insert {iber seine
GroBe identifiziert werden.

Die Inserts wurden nach einer Mini- und Maxi-Préparation (s.u.) mit den
Restriktionsenzymen EcoR I und Xho I aus ihren Plasmidvektoren heraus geschnitten.

Die verschiedenen Restriktionsenzymverdau-Ansitze wurden fiir jeweils 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. Zur Inaktivierung der Enzyme wurden die Proben nach dem Verdau fiir 20 min. auf
65°C (EcoR I, Xho I) erhitzt und bis zur Agarosegelelektrophorese bei 4°C gelagert. Alle
verwendeten Restriktionsenzyme, Enzympuffer und BSA (bovine serum albumin) stammen
von der Firma ,,New England BioLabs®1,,c, “ (NEB, Frankfurt am Main) und wurden unter

vom Hersteller empfohlenen Temperatur- und Pufferbedingungen kombiniert.

10pg Plasmid-DNA
EcoR I/Xho I-Verdau (20 pl-Ansatz) 0,5 pl EcoR I

0,5 ul XhoI
2[1ul 10 x EcoR I-Puffer

in purifiziertem H,O

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

2.2.4. Agarosegelelektrophorese
Mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese lassen sich DNA-Fragmente in einem elektrischen

Feld der Grofe nach auftrennen. Die DNA wandert dabei aufgrund von negativ geladenen
DNA-Bestandteilen (Phosphatgruppen) zur Anode. Die Agarosegelelektrophorese wurde mit
Hilfe von dem Material des Agarosegelelektrophorese-Systems ,, Mini-Sub® Cell GT-
Systems der Firma Bio-Rad (Hercules, CA, USA) durchgefiihrt. Nach dem
Restriktionsenzymverdau wurden dazu 8 pl von jeder Probe mit im Verhéltnis 4:1 mit
Ladepuffer (Nucleic Acid Sample Loading Buffer 5 x, Bio-Rad) versetzt und in die Taschen
eines ethidiumbromidhaltigen 1% Agarosegels (Volumen 40 ml) aufgetragen. Als
DNA-Marker wurden jeweils 2 pul GIBCO® 1 kb plus-Marker der Firma Invitrogen

(Karlsruhe) verwendet. Die DNA-Fragmente wurden in TBE-Puffer bei Raumtemperatur fiir
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etwa eine Stunde bei 100 Volt aufgetrennt (Trennstrecke ca. 7 cm). Uber die
Fluoreszenzaktivitit des interkalierenden Ethidiumbromids konnte die DNA anschlie3end,
nach Anregung durch UV-Licht, in einem Gel-doc-Imager (Bio-Rad) mit Hilfe des

Computerprogramms Quantity One 4.2.1 sichtbar gemacht werden.

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

84 mM/I Tris-Base; 89 mM/1 Borsdure; 2 mM/1 Na,-EDTA
TBE-Puffer

2.2.5. Sequenzierung der BAG-NUC-DNA
Da sich iiber einen Restriktionsenzymverdau nur Lage und Anwesenheit, nicht aber die

korrekte Basenfolge eines Inserts in einem Plasmid {iberpriifen lassen, wurde zusétzlich eine
Sequenzierung durchgefiihrt. Uber eine Sequenzierung kann die genaue Nukleotidsequenz
eines DNA-Fragments ermittelt und, zum Ausschluss von Mutationen, mit der in
Gendatenbanken verzeichneten bekannten Basenfolge verglichen werden.

Die Sequenzierungsmethode beruht auf einem von Fred Sanger und Alan Coulson
entwickelten PCR-dhnlichen Prinzip (Sanger et al. 1977).

Eine PCR dient der selektiven Vervielfachung eines DNA-Templates und wird durch eine
temperaturabhédngige Trennung (Denaturierung) beider Stringe der doppelstrangigen
Template-DNA initiiert. Nach Zugabe der Desoxynukleotide dATP, dTTP, dCTP und dGTP
(ANTPs), den vier Grundbausteinen der DNA, und temperaturabhéngiger Anlagerung
(Annealing) von Oligonukleotid-Primern, werden an den Einzelstrangen der Template-DNA,
mit Hilfe einer hitzestabilen Polymerase, die aus thermostabilen Bakterien wie Thermus
aquaticus (Taq) oder Thermus flavus (Tfl) isoliert werden kann, neue komplementére
DNA-Stringe synthetisiert. Die Primer werden dabei so lange verldngert (elongiert), bis eine
vollstindige doppelstrangige Kopie der Template-DNA vorliegt. Die einzelnen Schritte einer
PCR werden durch spezifische Temperaturdnderungen eingeleitet und in mehreren Zyklen
wiederholt.

Bei einer Sequenzierungs-PCR werden einem solchen PCR-Ansatz, zusétzlich zu den dNTPs,
in geringer Menge ddNTPs der A-, T-, C- und G-Form hinzugefiigt. Bei ddNTPs handelt es
sich um mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Didesoxynukleotide, denen an

der 3’ -Position der Desoxyribose die Hydroxylgruppe fehlt, die fiir die Verldngerung des
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DNA-Stranges notwendig ist. Nach Einbau eines ddNTPs kommt es zu einem Abbruch der
DNA-Synthese, wodurch keine vollstindigen Kopien der Template-DNA, sondern nur
mehrere unterschiedlich lange komplementire DNA-Fragmente synthetisiert werden konnen.
Die Nukleotidsequenz der gesamten zu sequenzierenden DNA wird nach Auftrennung dieser
DNA-Fragmente der Grofle nach, mit Hilfe der spezifischen Fluoreszenzmarkierung der vier

verschiedenen ddNTPs ermittelt.

Das doppelstringige BAG-NUC-Konstrukt wurde in je zwei Ansdtzen in beide
Leserichtungen unter Verwendung spezifisch konstruierter Primer sequenziert, welche jeweils
thren spezifischen Ansatzpunkt an den Enden der Klonierungsstellen der Vektoren haben.

Alle PCR-Ansétze wurden auf Eis in autoklavierten Reaktionsgefdflen angesetzt.

PCR-Ansatz ,,vorwérts* (10ul) PCR-Ansatz . riickwérts (10ul)

500 ng Plasmid-DNA 500 ng Plasmid-DNA SEQLAB (Géttingen)

2 ul Primer (5 pmol/pl) 2 pl Primer (5 pmol/pl) Sigma-Aldrich (Steinheim)
Applied Biosystems

(Foster City, CA, USA)

2 ul Sequenzier-Mix 2 ul Sequenzier-Mix

in HyO+DEPC in H,O+DEPC

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 [TAMRAY])

Ampli Taqg-DNA-Polymerase

MgCl,, Tris-HCI-Puffer (pH 9,0)

[...] = Fluoreszenzmarkierung

Die Sequenzierungs-PCR wurde in einer Cyclone 25-PCR-Maschine der Firma ,,PEQLAB

Biotechnologie =~ GmbH*“  (Erlangen) unter Verwendung des ABI.SEQ.SEB-

Sequenzierprogramms durchgefiihrt.
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ABIL.SEQ.SEB- Denaturierung 1 min. 94°C

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

Zur Féllung und Aufreinigung der DNA wurden die PCR-Ansidtze mit je 1 pl
3M Natriumacetat und 25 ul 100 % Ethanol absolut versetzt und fiir 10 min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation bei Raumtemperatur fiir 20 min. bei 16060 x
g wurde jedes pellet (Zelliiberstand) in 1 ml 70 % Ethanol aufgenommen und erneut bei
Raumtemperatur fiir 10 min. bei 16060 x g abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands
wurde die DNA aller PCR-Ansétze fiir 15 min. bei Raumtemperatur getrocknet und bis zur
Sequenzierung bei -20°C gelagert.

Die Sequenzierung wurde in einem automatischen Sequenzer (ABI PRISM 310
Genetic Analyzer) der Firma Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) durchgefiihrt. Die

so erhaltene Basenfolge wurde anschlieBend manuell mit der bekannten Sequenz verglichen.

Transformation

Generell wird zwischen einer chemischen und einer elektrischen Transformation
unterschieden. Wihrend man sich bei der elektrischen Transformation einer elektrischen
Spannung bedient, um die Bakterienwand fiir Plasmide durchlédssig zu machen, geschieht

dies bei der chemischen Transformation mit Hilfe von Temperaturdnderungen.

Bei der Transformation werden die vorher ligierten Proben in Bakterien eingebracht, um sie
so zu amplifizieren. Die kompetenten Zellen sind empfindlich, es ist daher wichtig, sehr
schonend mit den Zellen umzugehen, also streng auf Eis zu arbeiten, zu starke
Erschiitterungen und vor allem den Luftkontakt zu vermeiden. Dazu wurden die bei —80°C
gelagerten Zellen auf Eis aufgetaut und je 5 ul des Ligationsansatzes hinzupipettiert. Es
wurde fiir 20 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden die Proben zur Plasmidaufnahme
fiir 30 Sekunden auf 42°C erhitzt und sofort auf Eis abgekiihlt. Als Ndhrmedium wurde

450 pul SOC-Medium hinzugefiigt. Die Zellvermehrung fand fiir 60 min im Schiittelbad bei
37°C statt. So transformierte Zellen konnten fiir 1 bis 2 Wochen im Kiihlschrank gelagert

werden.
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2.2.6. Mini-Praparation und Maxi-Praparation
Mit Hilfe von Plasmid-Priparationen konnen amplifizierte Plasmide wieder aus Bakterien

isoliert werden. Durch die Eluation von Plasmiden {iber eine Mini-Préparation kann
Plasmid-DNA in analytischen Mengen (etwa 20 ng) gewonnen werden.

Nach erfolgreicher Transformation wurden mehrere antibiotikaselektierte Bakterienkolonien
in je 2 ml antibiotikahaltiges Selektionsmedium {iiberfiihrt und unter Schiitteln fiir 12 h bei
37°C selektiv ein weiteres Mal amplifiziert. Von jedem Ansatz wurde die Halfte fiir eine
Mini-Préparation verwendet, wihrend die andere Hilfte bei 4°C gelagert fiir eine eventuelle
spétere Maxi-Préparation diente.

Die Mini-Priaparation wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Plasmid-Prdparations-Kits der
Firma QIAGEN (Hilden) nach dem beigefiigten Standardprotokoll durchgefiihrt.
Zusammengefasst wurden die Bakterien lysiert, zentrifugiert und die pellets in verschiedenen
Puffern resuspendiert, wobei die DNA im Uberstand verbleibt. Durch Zentrifugation dieses
Uberstandes iiber QIAprep-Spin-Siulen konnte die Plasmid-DNA aufgereinigt, gewaschen
und in TE-Puffer resuspendiert werden. Schlieflich wurde die DNA-Konzentration
photometrisch bestimmt.

Zur Lysierung der Bakterien wurden, nach kurzer Zentrifugation, die pellets aller
Mini-Préparations-Ansitze nacheinander mit je 250 pl Puffer P1, 250 pl Puffer P2 und 350 pl
Puffer P3 resuspendiert. Nach Abzentrifugieren der Bakterien bei 10.000 x g fiir 10 min. bei
Raumtemperatur, wurde der DNA-haltige Uberstand in QIAprep-Spin-Siulen iiberfiihrt.
Durch Zentrifugation bei 10.000 x g fiir 30-60 sec. bei Raumtemperatur wurden DNA und
Uberstand getrennt, wobei die DNA in den Siulen hiingen blieb. Die DNA wurde in zwei
Schritten mit je 0,5 ml Puffer PB (inaktivierte Nukleasen) und 0,75 ml Puffer PE gewaschen.
Die Waschpuffer wurden zwischenzeitlich durch kurzes Abzentrifugieren entfernt.

Durch Zugabe von je 50 pul TE-Puffer und anschlieBender kurzer Zentrifugation wurden die
Plasmide aus den Séulen eluiert und spéter bei 4°C gelagert. Reinheit und Konzentration der
gewonnenen Plasmid-DNA wurden mit Hilfe eines Bio-Photometers der Firma Eppendorf
(Hamburg) bestimmt.

Um zu ermitteln, welche Bakterienkolonien tatsdchlich das Plasmid exprimieren, erfolgte ein

fiir das jeweilige Insert spezifischer Restriktionsenzymverdau.

Um grofere DNA Mengen zu erhalten, wird eine so genannte Maxi Préparation durchgefiihrt.
Das Prinzip entspricht dem der Mini-Priparation, der wesentliche Unterschied liegt in der

groferen Bakterien- und der damit verbundenen DNA-Menge.
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Puffer fiir Mini-Préparation:
Von Macherey-Nagel GmbH&Co.KG, Diiren, Germany:

Puffer P1 (Resuspensionspuffer) 50 mM Tris-Cl (pH 8,0); 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNase A
Puffer P2 (Lysepuffer) 200 mM NaOH; 1 % SDS (w/v)

Puffer N3 Zusammensetzung nicht bekannt

Puffer PB (inaktiviert Nucleasen) Zusammensetzung nicht bekannt

Puffer PE Zusammensetzung nicht bekannt

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

Puffer fiir Maxi-Priperation:

Von Macherey-Nagel GmbH&Co.KG, Diiren, Germany:

Puffer P3 (Neutralisationspuffer) 3 M Kaliumacetat (pH 5,5)

Puffer QBT 0,15 % Triton-X-100 (v/v); 750 mM NaCl; 50 mM MOPS (pH 7,0); 15%
Isopropanol (v/v)

Puffer QC (Waschpuffer) 1 M NaCl; 50 mM MOPS (pH 7,0); 15 % Isopropanol (v/v)

Puffer QF (Elutionspuffer) 1,25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl (pH 8,5); 15 % Isopropanol (v/v)

2.3. Transfektion
Um das gewiinschte Gen in der eukaryotischen Zielzelle zu exprimieren, wird die zuvor aus

Bakterien gewonnene Plasmid-DNA transfiziert, wobei man eine transiente von einer stabilen

Transfektion unterscheidet.

2.3.1. Transiente Transfektion
Bei einer transienten Transfektion wird die DNA nicht fest in das Genom der Zielzelle

integriert, sondern vom freiliegenden Plasmid abgelesen. Diese Methode ist schnell und
einfach durchfiihrbar; allerdings hat die Zielzelle keinen Nutzen von der Transkription und
Translation des Plasmids, so dass sie es folglich nach kurzer Zeit entfernt. Somit ist dieser

Ansatz nur fiir kurze Beobachtungszeitrdume geeignet.

Die Zellen wurden zunichst auf einer 6-well-Platte (Firma Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA) in antibiotikafreiem, FCS-haltigen Kulturmedium ausplattiert. Nach 24 Stunden
erfolgte die Transfektion mit Lipofectamine 2000® nach dem zugehdrigen Protokoll (Firma
Invitrogen, Karlsruhe). Hierzu kamen 4pg DNA (Plasmid) und 10ul Transfektans pro well
zum Einsatz. Plasmid und Transfektans wurden getrennt voneinander in 250 ul Medium ohne

Antibiotikum und ohne FCS fiir Smin bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Mischen




22

beider Ansitze folgte eine erneute Inkubation fiir 30min bei Raumtemperatur. 500ul dieser
Mischung plus 1,5ml Medium ohne Antibiotikum und ohne FCS pro wel/ auf zuvor mit PBS
gewaschenen Zellen wurden fiir 12h belassen, bevor durch den Wechsel zu normalem

Kulturmedium die Transfektion zum Abschluss kam.

2.3.2. Stabile Transfektion
Bei der stabilen Transfektion wird unter durch Antibiotika induziertem Selektionsdruck die

eingebrachte DNA fest in das Genom der Zielzelle eingebaut. Eine Langzeitexpression

ermoglicht somit lingere Kultivierungszeiten und Untersuchungszeitrdume.

In unseren Untersuchungen wurde die stabile Transfektion von CSM14.1 Zellen analog zum
transienten Protokoll durchgefiihrt. Allerdings war aufgrund der Neomycin-Resistenz der
CSM-Zellen eine Doppeltransfektion mit 3ug DNA des spezifischen Plasmids und einem
Puromycinresistenz-Plasmid (pBabe-puro) im Verhiltnis 5:1 notwendig. 48 Stunden nach

Transfektion wurde das Medium durch puromycinhaltiges Selektionsmedium ersetzt.

Um Einzelzellkolonien zu generieren, wurden in der Folge durchschnittlich 0,5 Zellen/pro
well auf eine 96-well Platte (Firma Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) im
jeweiligen Selektionsmedium ausplattiert. Nach ca. 3-4 Wochen lieBen sich unter dem

Lichtmikroskop einzelne Zellklone identifizieren und expandieren.

CSM-Selektionsmedium 8ug/ml Puromycin in Kulturmedium Sigma-Aldrich (Steinheim)

2.4. Zelllyse

Um Proteine aus der Zelle zu isolieren und dann spezifisch nachweisen zu konnen (siehe auch
2.6. Western Blot), wurden die Zielzellen lysiert. Bei allen Zelltypen wurden hierzu ca. 90%
konfluente Platten nach einem Waschgang mit PBS mit einem Lysepuffer versetzt (z. B. 70ul
Lysepuffer pro 6well-Platte). Zuvor waren die Zellen fiir 6 Stunden mit MG132 (,,N-
carbobenzoxyl-Leu-Leu-leucinal) in einer Konzentration von 1:50 behandelt worden,
wodurch bei gehemmter Proteindegradation hohere Konzentration des Proteins von Interesse
erzielt werden konnten.

Die mit einem Zellschaber von der Platte geschabten Zellen wurden in einem
Eppendorfbehélter fiir 15 min auf Eis lysiert. Die Erhitzung der Proben (2 min auf 92°C)

erschloss auch Proteine im Zellkern, die anschlieBend durch Zentrifugation (15 min bei 4°C
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und 13.000 Umdrehungen/min) vom Zelldebris (Membranen, Zellorganellen etc.) getrennt
wurden. Der so gewonnene Proteiniiberstand lief3 sich nun fiir spétere Versuche bei

-20°C bevorraten.

Lysepuffer 50 mmol Tris (1M / 7,5 pH) AppliChem GmbH, Darmstadt,
150 mmol NaCl (1M / 7,4 pH) Germany
1% Triton X 100

4 % Proteinase-Inhibitor Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
1% IGEPAL CA -630 (C18H3003) Sigma-Aldrich (Steinheim)
In HKME

2.5. BCA-Assay: Proteinkonzentrationsbestimmung
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 Molekiilen Bicinchonin-Sdure (BCA) mit einem Kupferion gebildet.

Die BAG-NUC-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 pg, 20 ug, 10 ug, 5 pg, 2,5 pg, 1,25 pg, 0,625 pg) als
Konzentrationsstandard und jeweils 1 ul Lysat in einem Doppelansatz, mit je 200 pl
BCA-Farblosung versetzt und fiir 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption
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 mit Hilfe von Eichgeraden anhand der

BSA-Konzentrationsstandardreihe mit dem Computerprogramm Exce/ ermittelt.

Stocklésung BSA-Standardprotein 10 pg/ul BSA Sigma-Aldrich (Steinheim)
in Lysepuffer

BCA-Farblosung 2% Reagenz B in Reagenz A

Reagenz A beinhaltet BCA, Natriumkarbonat, Natriumbicarbonat, Natriumtartrat in 0,1 M
Natriumhydroxid

Reagenz B beinhaltet 4 % Kupfersulfat
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2.6. Western Blot

Der Western Blot ist eine gingige Methode zum quantitativen und qualitativen Nachweis
spezifischer Proteine. ,,Western Blot“ steht neben den Begriffen ,,Southern Blot™ (Methode
zum DNA-Nachweis) und ,,Northern Blot*“ (Methode zum RNA-Nachweis).

Beim Western Blot werden die Proteine erst in einem Gel der Grofle nach aufgetrennt und
dann auf eine Membran ,,geblottet™ (von engl. ,, blotting paper* fir Loschpapier) auf der sie

sich dann mit einem Antikorper spezifisch nachweisen lassen.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE):
Eine SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer relativen Molmasse in

einem elektrischen Feld, und ermoglicht eine weitere spezifische Analyse von Proteinen eines
Zelllysats.

Fiir die SDS-PAGE wurde mit Hilfe von Material des Mini-PROTEAN®3 cell-Systems der
Firma ,, Bio-Rad* (Hercules, CA, USA) ein SDS-Polyacrylamidgel, bestehend aus einem

5%igen Sammelgel und einem 12%igen Trenngel hergestellt.

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 Th.Geyer (Renningen)
0,17ml Acrylamid/Bisacrylamid (30%) | 2,0ml Acrylamid/Bisacrylamid
0,13 ml 1 M Tris (pH 6,8) (30%)
0,01 ml 10 % SDS 1,30 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
0,01 ml 10 % APS 0,05 ml 10 % SDS
0,001 ml TEMED 0,05 ml 10 % APS MERCK (Darmstadt)
0,002 ml TEMED Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Fiir die SDS-PAGE wurden 20 pg Protein von jedem zu untersuchenden Lysat im Verhiltnis
5:1 mit 6 x SDS-Ladepuffer versetzt und, um die Tertidrstruktur der Proteine aufzubrechen,
bei 50°C fiir 5 min. denaturiert. Durch eine Anlagerung von im Ladepuffer enthaltenem SDS
wurde den Proteinen eine negative Ladung verliehen, so dass sie wiahrend einer SDS-PAGE
zur Anode wandern. Als Negativ-Kontrolle wurden jeweils 20 pg Protein aus Lysaten mit
einem Leervektor (pcDNA3-Plasmid) transfizierten CSM14.1-Zellen verwendet. Als Positiv-
Kontrolle dienten Zelllysate aus transienten Transfektionen. Von allen Proben wurde ein
maximales Volumen von 20 pl in die Geltaschen des Sammelgels aufgetragen. Als Marker
wurden jeweils 3-4 ul Rainbowmarker (Kaleidoscope Prestained standard) der Firma
,,Bio-Rad* (Hercules, CA, USA) verwendet. Die SDS-PAGE wurde in einer Kammer des
Mini-PROTEAN® Elektrophorese-Systems der Firma ,, Bio-Rad“ (Hercules, CA, USA) bei
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4°C in Laufpuffer bei zunichst 75 Volt und, nach Erreichen des Trenngels, bei 100 Volt
durchgefiihrt. Der langsame Ubergang der Proteine von Sammelgel zu Trenngel mit einem

pH-Sprung von 6,8 zu 8,8 diente der Fokussierung der Proteine.

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

Bromphenol-Blau

Laufpuffer 24 % 5x Tris/Glycin; 1,2 % SDS (10%)
5x Tris/Glycin 15 g/l Tris; 72 g/1 Glycin
Western Blot:

Der Western Blot erfolgte in einer Transfer-Kammer des Mini-PROTEAN®
Elektrophorese-Systems der Firma ,, Bio-Rad“ (Hercules, CA, USA) zwischen zwei 6 X 9 cm
groBBen Gel-Blotting-Papieren der Firma ,, Carl Roth GmbH*“ (Karlsruhe) und Schwimmen
des Mini-PROTEAN"Elektrophorese-Systems, in Transferpuffer bei 100 Volt fiir eine Stunde
bei 4°C. Die Proteine wurden dabei auf eine 6x9cm groBe PROTAN®
Nitrozellulose Transfer Membran der Firma , Schleicher & Schuell BioScience GmbH “

(Dassel) transferiert.

‘ Transferpuffer 20 % 5x Tris/Glycin; 20 % Methanol; 0,1 % SDS (10%)

Immunodetektion der Proteine:

Fiir einen spezifischen Proteinnachweis mittels Immunodetektion wird eine
Nitrozellulosemembran nach dem Western Blot mit Antikorpern inkubiert, welche eine
spezifische Bindung mit bestimmten Epitopen des Zielproteins eingehen konnen.

Bei dem ersten Antikorper handelte es sich entweder um Anti-Human-BAG], der sich gegen
BAG-NUC richtet (Dako Cytomasion, 1:1000), um anti Hsp 70 (1:100, BD Bioscience,
Franklin Lakes NJ, USA), anti Erk/phospho-Erk (Cell Signaling, Danvers, MA, USA, 1:500)
oder Burl680 polyklonales anti-BAG1 (1:1000; bereitgestellt von S. Krajewski, The
Burnham Institute, La Jolla, CA, USA) (Kermer et al. 2002).

Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde die Membran mit dem zweiten Antikdrper
(gerichtet gegen den ersten Antikorper) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Bei
dem zweiten Antikérper handelte es sich um einen Meerrettichperoxidase (HRP) konjugierten
Anti-Maus- oder Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper in einer Verdiinnung von 1:2000 in PBS, je

nachdem von welcher Spezies der erste Antikdrper stammte. Durch das HRP war der
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Antikorper indirekt in der Lage, eine ECL-Ldsung umzusetzen und so ein sichtbares Signal zu
erzeugen. Der zweite Antikorper war notwendig, da der erste Antikérper nicht HRP-
gekoppelt vorlag.

Nach der Inkubation mit dem zweiten Antikérper wurde die Membran wieder in einem
dreimaligen Waschvorgang mit TBS-T gewaschen.

Nach einem Waschschritt fiir 5 min. bei Raumtemperatur in TBS-T wurden zunichst
unspezifische Antikorperbindungsstellen durch Inkubation der Nitrozellulosemembran in

Milchlésung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt.

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

TBS-T 10 mM Tris (pH 7,5); 142 mM NaCl; 0,1 % Tween-20

1. Antikrper Anti-Human-BAG 1 DAKO Corperation, Carpiuteria, CA
(mouse) 93013 USA

2. Antikorper Anti-mouse HRP Santa Cruz (Santa Cruz, USA)

Nach dreimaligem Waschen der Membran fiir 5 min. in TBS-T, wurde der gebundene
Antikorper mit Hilfe eines ECL-Detektionsreagenz nachgewiesen. Zur Herstellung des
ECL-Reagenz wurden ECL-Losung 1 und 2 im Verhiltnis 1:1 vermischt und fiir 1 min. mit
der Membran inkubiert. ECL reagiert dabei, unter Bildung von Chemolumineszenzsignalen,
als Substrat der an den zweiten Antikorper gekoppelten HRP. Die Chemolumineszenzsignale
wurden durch Exposition der Membran in einem Fluor-S™ Multilmager der Firma
,,Bio-Rad* (Hercules, CA, USA) mit Hilfe des Computerprogramms Quantity One 4.2.1
nachgewiesen. Die Banden mit dem BAG-NUC Protein konnten ca. bei 39 kDa detektiert
werden. Dalton (Da) ist eine nach dem englischen Naturforscher John Dalton benannte, nicht
SI-konforme Einheit fiir die atomare Masse und entspricht in etwa der Masse eines
Wasserstoffatoms (1,6605655 - 10° kg). Gebréuchlich ist oft auch die Angabe der atomaren
Masse in Kilo-Dalton (kDa).

ECL-Lésung 1 (10 ml) 100 ul 250 mM Luminol in DMSO Sigma-Aldrich (Steinheim)
44 11 90 mM p-Coumarsédure in DMSO Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)
1 ml 1 M Tris (pH 8,5)
8,85 ml purifiziertes H,O

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

9 ml purifiziertes H,O
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Um eine BAG-NUC-Uberexpression in Lysaten von stabil BAG-NUC transfizieren Zellen
nachzuweisen, wurde zusitzlich gezeigt, dass von Positiv-Kontrolle, Negativ-Kontrolle und
allen Lysaten die gleiche Proteinmenge geladen worden ist. Dazu wurde die Membran nach
der ECL-Detektion des zweiten Antikorpers, zusétzlich fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
mit einem Antikorper gegen, in allen verwendeten Zelllinien ubiquitér exprimiertes Tubulin
versetzt. Da der verwendete monoklonale Maus-Antikorper gegen [p-Tubulin nicht
HRP-konjugiert war, musste die Membran zusdtzlich fiir eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur in einem HRP-konjugierten anti-Maus-Zweitantikorper inkubiert werden.

Nach anschlieender ECL-Entwicklung zeigt sich die Tubulin-Proteinbande bei 55 kDa.

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

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

2.7. Kompartiment-spezifische Fluoreszenz- und Immunfarbungen
Die Fluoreszenz- und Immunférbungen (Immunzytochemie = ICC) dienen auch, wie der

Western Blot, dem Proteinnachweis.

Mit Hilfe von Fluoreszenz- und Immunfiarbungen wurde die subzelluldre Lokalisation des
BAG-NUC in den neuronalen CSM14.1-Zellen untersucht.

Alle Fluoreszenz- und Immunfirbungen wurden in 8-well-Objekttrigern (Lab-Tek
Chambered 1.0) der Firma ,, Nagle Nunc International “ (Rochester, NY, USA) an transient
und stabil BAG-NUC-transfizierten Zellen (10* CSM14.1-Zellen) durchgefiihrt. Nach 24
Stunden Kultivierung in jeweiligem Selektionsmedium wurde mit den Fiarbungen begonnen.
Fiir die Immunfarbungen wurden die Zellen zuerst in entsprechendem Fixiermedium fixiert
und fiir 10 min. bei Raumtemperatur in Triton X-100-Lésung permeabilisiert. Die
Triton X-100-Lésung wurde in drei Waschschritten mit PBS wieder entfernt. Eine
Permeabilisierung der Zellmembran ermdglichte das Eindringen eines spezifischen
Antikorpers gegen BAG-NUC. Dieser Antikorper konnte iiber einen Fluorophor-getaggten
zweiten Antikorper unter Fluoreszenzlicht detektiert werden.

Unspezifische Antikdrperbindungsstellen wurden in einer NGS-Blocklsung fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur geblockt.

Danach folgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper (Anti-BAG 1) in einer Verdiinnung
von 1:500 in TBS-T bei 4°C und dem zweiten Antikorper Cy3-anti-mouse 1:1000 in PBS fiir
45min, lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden fiir 30 sek. mit einer Dapi-

Losung zur Anfarbung des Zellkerns inkubiert. Das Expressionsmuster der Zellen mit dem
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NUC-Plasmid wurde anschlieBend mit 200-, 400- oder 630-facher VergroBerung mit Hilfe
eines Axiovert 200 M-Fluoreszenzmikroskops der Firma ,,Zeiss* (Jena) mit der spezifischen
Fluoreszenzfarbung der jeweiligen Farbung verglichen. Durch Fluoreszenzanregung wurde
die NUC-Expression unter einem Rhodamine-Filter (MitoTracker-Red®, Mito-RFP, CY3)
detektiert. Die Zellen wurden mit Hilfe des Computerprogramms AxioVision 3.1 fotografiert.
Durch die Dapi-Farbung war eine genaue Lagebeschreibung des Proteins, im Zellkern
(deckungsgleich mit dem Dapi-Signal) oder im Zytoplasma (diffus um das Dapi-Signal
verteilt) moglich.

Triton X-100-Losung 0,2 % Triton X-100 in PBS Sigma-Aldrich (Steinheim)

NGS-Blocklésung 10 % NGS PAA Laboratories GmbH, Colbe,
In PBS Germany

2. Antikdrper Cy3-anti-mouse Dianova, Hamburg, Germany

DAPI Merck KGaA, Darmstadt, Germany

2.8. Generationszeit der Zellen
Um die Zeit zu ermitteln, in der sich ein Zellklon verdoppelt (Generationszeit), wurden die

Zellen alle 24h nach dem oben beschriebenen Prinzip gezéhlt.

Am Tag 0 wurde eine bestimmte Anzahl von Zellen des jeweiligen Klons (fiir BAG-NUC
58.000/pro well und fiir CSM14.1-Zellen 25.000/pro well) auf eine 6-well Platte ausplattiert.
Die gleiche Anzahl an Zellen wurde auch in 4-6 andere wells der 6-well-Platte verteilt und
nach 24h wurde das erste well ausgezihlt, nach 48h das zweite well und so fort. So wurde alle
24h eine Zellzahl ermittelt, eine Zellzahl die Auskunft dariiber gab, wie stark die Zellen sich
nach 24h, nach 48h u.s.w. vermehrt hatten. Dies wurde insgesamt 4x wiederholt.

Aus diesen Werten konnte die Generationszeit der Klone errechnet werden und diese dann

graphisch mit dem Computerprogramm Excel dargestellt werden.

2.9. Zelltodassays
Zelltodassays sind Versuche bei denen Zellen mit Zellgiften exponiert werden, um so

Zellsterben (Apoptose) zu induzieren. Danach wird analysiert, ob es Unterschiede zwischen
den Zelllinien im Zelliiberleben gibt. Benutzt wurden hier zwei verschiedene Zellgifte zur
Apoptoseinduktion: Staurosporin und Thapsigargin. Verglichen wurde das Uberleben von

CSM14.1-Wildtyp-Zellen (= CSM-WT, Leervektor) mit den CSM-BAG-NUC-Klonen.
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2.9.1. Staurosporinassay
Staurosporin ist ein, aus "Streptomyces-staurosporeus-Bakterien" isolierbarer Breitspektrum-

Kinaseinhibitor, der als Induktor des intrinsischen, mitochondrialen Apoptosewegs gilt (Chae

et al. 2004).

Die CSMI14.1-Zellen wurden jeweils fiir 48 Stunden bei den oben beschriebenen
Kulturbedingungen in einer 96-well-Platte mit verschieden stark konzentriertem (0,01; 0,05;
0,1; 0,5 und 1 puM) Staurosporin-Medium bzw. Kulturmedium ohne Staurosporin als

Kontrolle versetzt. Der Staurosporin-Assay wurde sechsmal wiederholt.

Staurosporin-Stockldsung 40 uM Staurosporin Sigma-Aldrich
in PBS mit 4 % DMSO (Steinheim)
Staurosporin-Medium (CSM14.1-Zellen) 0,01 uM; 0,05 uM;0,1 uM; 0,5 uM

Staurosporin-Stockldsung

in CSM14.1-Kulturmedium

2.9.2. Thapsigarginassay
Thapsigargin, ein "Sesquiterpen-Lakton"” aus der Pflanze "Thapsia garganica”, ist ein

Tumorpromotor, welcher Zellmembranen passieren kann und spezifisch die CA*"-ATPase des

Endoplasmatischem Retikulum inhibiert (Chae et al. 2004).

Die Zellen wurden in verschieden stark konzentriertem Thapsigargin-Medium fiir 48 Stunden
bei der Kulturtemperatur fiir CSM14.1-Zellen inkubiert, auch hier wurde ebenfalls eine
Negativkontrolle durchgefiihrt, ohne Thapsigarginzusatz und die Versuche wurden 6x an

ausdifferenzierten Zellen wiederholt.

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

2.9.3. Auswertung der Zelltodassays
Die Uberlebensrate der CSM14.1-Zellen nach einem Zelltodassay wurde mit Hilfe einer

Kristallviolettfarbung ausgewertet. Dies geschah indirekt iiber das Anfdarben noch lebender

Zellen.
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Kristallviolett-Assay:

Uber die Fiarbung von Zellen mit dem Vitalstoff Kristallviolett wurden CSM14.1-Zellen, nach
der Zelltod-Induktion durch Staurosporin oder Thapsigargin, ausgewertet. Dazu wurden die
Zellen, nach Abnahme des Mediums aus den verwendeten 96-wel/ Platten, mit je 100 pl pro
well Kristallviolett-Losung fiir 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Als Leerwert wurde ein
well ohne Zellen ebenfalls mit der Kristallviolett-Losung versetzt. Danach wurde die
Kristallviolettlosung von den Zellen abgenommen und Reste von toten Zellen und
unspezifischer Farbung wurden vorsichtig mit destilliertem Wasser abgespiilt. Nach dem
Trocknen wurden die lebenden Zellen, die jetzt mit Kristallviolett angefarbt waren, mit je
100 pl Natriumcitrat-Losung pro well versetzt, dadurch wurde das von den lebenden Zellen
inkorporierte Kristallviolett wieder geldst. Uber eine Absorptionsbestimmung konnte auf den
Anteil der noch lebenden Zellen geschlossen werden. Die Absorption wurde im Rainbow-
ELISA-Photometer der Firma ,, TECAN“ (Crailsheim) wunter Verwendung des
Computerprogramms easy WIN basic 6.1 bei einer Wellenlinge von 550 nm im Messfilter
gemessen. Die Anzahl der iiberlebenden Zellen wurde prozentual anhand dieser Werte in

Excel berechnet.

‘ Kristallviolett-Losung | 1:1 verdiinnt mit gereinigtem Wasser ‘ 0,5 % Kiristallviolett in 20 % Methanol

‘ Nartiumcitrat-Losung | 0,1 M Natriumcitrat in 50 % Ethanol ‘

2.10. Neuritenwachstum
Um  CSM-WT-Zellen mit den  BAG-NUC-Zellen in  Bezug auf ihr

Ausdifferenzierungsverhalten vergleichen zu konnen, wurden axon-dhnliche Fortsitze
(Nervenzellfortsitze) der Zellen ausgemessen, da diese als Indikator fiir eine stattfindende
Differenzierung der Zellen angesehen werden konnen. Da keine neuronalen Primérzellen fiir
die Versuche verwendet wurden, sondern Zellen, die den primiren Neuronen &hnlich sind,
kann streng genommen nicht von Axonen im eigentlichen Sinne gesprochen werden, sondern
nur von axon-dhnlichen Fortsdtzen (Nervenzellfortsitze).

Dafiir wurden auf eine 24-well-Platte 20000 Zellen/well von BAG-NUC ausplattiert, von den
CSM-WT-Zellen nur 6500 Zellen/well, da sich die WT-Zellen schneller teilten als die NUC-
Variante und sonst die Zellen eine zu hohe Dichte zum ausmessen der Axone aufgewiesen
hitten. Die ausplattierten NUC-Zellen wurden fiir 12h bei 32°C, danach fiir 12h bei 37°C und

dann fiir 7 Tage bei 39°C zum Ausdifferenzieren inkubiert. Dieses langsame Anheben der
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Temperatur war notwendig, da die NUC-Zellen im Gegensatz zu den Kontrollzellen sehr
empfindlich auf einen raschen Temperaturwechsel reagierten.

Nach Ablauf der Inkubationszeit von 7 Tagen bei 39°C wurden die Zellen mit Hilfe des
Computerprogramms AxioVision 3.1 unter dem Axiovert 200 M-Fluoreszenzmikroskop der
Firma ,Zeiss“ (Jena) mit dem 20x Objektiv bei Durchlicht fotografiert. Mit dem
Computerprogramm KS 400 3.0 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) konnte dann die Lénge
der einzelnen Nervenzellfortsdtze in pM ausgemessen und mit Excel graphisch dargestellt

werden.

2.11. NeuN

Der NeuN-Versuch dient der Bestimmung des Differenzierungsgrades von neuronalen Zellen.
NeuN (,,neuronal nuclei*) ist ein spezifisch in Neuronen vorkommendes Protein, welches in
fast allen neuronalen Zelltypen (auBler beispielsweise in Purkinjezellen) des Nervensystems
verschiedener Spezies vorkommt (Mullen et al. 1992). NeuN ist ein losliches Protein, das in
vitro an die DNA binden kann, allerdings ist seine genaue Funktion in der Zelle noch
unbekannt (Wolf et al. 1996). AuBerdem ist die Expression des NeuN abhingig vom
Entwicklungsstadium der Zelle. Die NeuN-Expression tritt verstirkt bei beendeter neuronaler
Differenzierung der Zellen auf (Mullen et al. 1992). Auch wurde NeuN als ein Marker zur
Identifikation von Neuronen in Transplantationsstudien mit embryonalen Krebszelllinien
verwendet (Morassutti et al. 1994) oder bei neuronalen Vorlduferzellen (Gage et al. 1995).
Die Markierung von NeuN in Zellen gilt als eine sensitive und spezifische Methode,
neuronale Zellen (auch formalinfixierte) und ihre Differenzierung darzustellen (Wolf et al.
1996). Ein Antikorper gegen das intrazellulire NeuN markiert folglich ausdifferenzierte
Neurone. Fiir diesen Versuch wurden auf eine 24-well-Platte 500 Zellen/well von den CSM-
WT-Zellen und auf eine separate Platte 20000 Zellen/well von den NUC-Zellen ausplattiert.
Bei den NUC-Zellen nach vorsichtigem Temperaturanstieg und bei den WT-Zellen dagegen
sofort, wurden die Zellen zum Ausdifferenzieren bei 39°C inkubiert.

Nach 50-54 Tagen bei 39°C wurden die Zellen wie bei einer ICC fixiert und behandelt,
allerdings wurde als 1. Antikorper ein Antikorper gegen NeuN in einer Konzentration von

1:200 verwendet. Ansonsten erfolgte der Versuchsaufbau wie bei einer ICC (siehe unter 2.7.).

1. Antikorper: Anti-NeuN (anti-mouse) Chemicon international, Temecula CA92590
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2.12. ERK

Es wird angenommen, dass die neuronale Differenzierung {iber die Interaktion von BAG1 mit
der Raf-1-Kinase vermittelt wird (Kermer et al. 2003; Liman et al. 2005). Daher untersuchten
wir, ob BAG-NUC die Phosphorylierung von Erk1/2 induzieren kann.

Erk und Phospho-Erk koénnen iiber einen Antikorper im Rahmen eines Western Blots

dargestellt werden (siehe auch 2.6.).

monoclonal antibodies gegen ERK/phospho ERK ‘ 1:500 Cell Signaling, Danvers, MA, USA
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung von BAG-NUC
Um ein BAG1-Protein zu generieren, das nur im Zellkern exprimiert wird (BAG-NUC),

wurde die p29BAG1 cDNA iiber die Restriktionsstellen EcoRI und Xhol C-terminal von einer
NLS (nuclear localization signal) in ein pcDNA3-Plasmid (Knee et al. 2001; Kermer,
personliche Klonierung) kloniert. Bei dem NLS handelt es sich um eine SV40-largeT-like
NLS-Sequenz, die zuvor iiber die Restriktionsstellen HindIII und EcoRI in das pcDNA3-
Plasmid kloniert wurde (Knee et al., 2001).

CSM14.1 Zellen, die stabil Flag-markiertes p29BAG]1 aus der Maus unter der Kontrolle eines
NSE-Promoters exprimieren (Kermer et al. 2002; Takayama et al. 1997) dienten als
Positivkontrolle. Als Leerkontrolle verwendeten wir Leervektor-transfizierte CSM14.1-LUC
Zellen (Kermer et al. 2002).

In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass BAG1 in einer Zelle im Zellkern
und im Zytoplasma vorkommt. Die Lokalisation hingt dabei von dem Entwicklungsstadium
der Zelle und den jeweiligen Anforderungen der Umwelt an die Zelle ab. Wahrend der
Differenzierung neuronaler Vorlduferzellen zu Neuronen wechselt BAGI in vivo und in vitro
von einer zuerst nukledren zu einer dann zytosolischen Lokalisation in der Zelle (Kermer et
al. 2002). Um Aufschluss iiber die Bedeutung und die Konsequenzen dieses
Zellkompartimentewechsels zu bekommen, wurden fiir die Versuche Zellen mit einem

BAG1 mit einer NLS verwendet. Die Folge war, dass die Zellen, zusitzlich zu dem
endogenen BAGI, ein BAGI-NUC exprimierten, welches ausschlieBlich im Zellkern vorkam.
Mit Hilfe des BAG-NUC ist eine Beurteilung moglich, welche Auswirkungen die

Lokalisation des BAG1 auf seine Funktionen in der Zelle hat.



34

1

219

1

219

Abb. 3/1: Plasmid-Konstrukt: der schwarzen Kasten stellt die N-terminal gelegene Ubiquitierungs-Domdne dar. Die C-
terminal gelegene BAG-Domdne wird durch einen grauen Kasten dargestellt. Der gelbe Kasten bei dem BAG-NUC-Plasmid
steht fiir die NLS. Im Gegensatz dazu steht der graue Kasten bei dem BAG-1-Plasmid fiir die N-terminale Markierung mit

einem Flag-Epitop. Die schwarzen Zahlen stehen fiir die Aminosduren.

Die Abbildung 3/1 zeigt das verwendete Plasmid-Konstrukt. Die N-terminal gelegene
Ubiquitierungs-Domédne wird in dieser Abbildung durch einen schwarzen Kasten dargestellt.
Die C-terminal gelegene BAG-Doméne durch einen grauen Kasten. Anders als das Plasmid
des BAG-1, das mit einem Flag-Epitop markiert ist, ist das BAG-NUC-Plasmid nicht mit
einem Epitop sondern mit einer NLS (gelber Kasten) versehen. Zur Selektion der BAG-1
positiven  Zellen wurde zusidtzlich das pBabePURO-Plasmid, welches ein
Puromycinresistenzgen enthélt, transfiziert (Kermer et al. 2002). Mit einem Epitop
gekennzeichnete Plasmide kdnnen iiber einen spezifischen Antikdrper gegen das betreffende
Protein dargestellt werden, oder aber iiber einen Antikdrper gegen das Epitop, wodurch dann
eine Differenzierung zwischen dem endogenen und dem rekombinantem Protein moglich

wird.

3.2. Expression von BAG1-NUC
Abbildung 3/1a zeigt die stabile Expression des p29BAGI1-Proteins mit einer ,,nukledren

Lokalisationssequenz®“ (NLS) am N-Terminus (BAG-NUC) unter Kontrolle eines CMV-
Promoters in zwei von drei ausgesuchten Klonen. Beide positiven Klone wurden fiir die unten
dargestellten Experimente verwendet. Immunzytochemisch ldsst sich die nukledre
Lokalisation von BAG-NUC in stabil transfizierten CSM-Zellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen (CSM-WT) bestdtigen (Abb. 3/1b, A,B,D und E). Im Gegensatz zu dem BAG-
NUC findet sich BAGI in seiner urspriinglichen Form im Zellkern und im Zytosol (Abb.
3/1b, C; vgl. auch (Kermer et al. 2002)).
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Abb. 3/1a: Western Blot: die stabile Expression des BAG-NUC wurde mit Hilfe der Western-Blot —Methode gesichert.

Spur 1: Negativkontrolle, Spuren 2-4: stabile Expression von BAG-NUC in drei verschieden Klonen. M: Marker, +:
Positivkontrolle (normales BAGI transient transfiziert in CSM-Zellen. Die Banden mit dem BAG-NUC Protein konnten ca.
bei 39 kDa detektiert werden. Der Western Blot zeigt, bei gleicher geladener Proteinmenge (20 ug Protein von jedem zu

untersuchenden Lysat), eine starke Proteinexpression in 2 und 3, diese Klone wurden fiir die weiteren Versuche verwendet.

BAG-NUC BAG1

.
.

Control

Abb. 3/1b: Immunzytochemie: die nukledre Lokalisation des BAG-NUC wurde durch diese Methode bestitigt. Diese Abb.
zeigt, dass BAG-NUC nur im Zellkern exprimiert wird (A und B), im Vergleich zu den Kontrollzellen (D und E), zur
Darstellung des Zellkerns wurde dieser mit einer Dapi-Féirbung blau angefirbt (mikroskopische Vergrofferung: 630x). Im

Gegensatz dazu zeigen die normalen BAGI-Zellen (C) eine sowohl nukledre als auch zytosolische Expression bei 32°C

(mikroskopische Vergrifierung: 200x).
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3.3. Nukledre BAG1-Expression vermindert Neuroprotektion
Um zu untersuchen, wie die stabile Expression von p29BAG1 im Zellkern (Abb.3/1b, A und

B) die neuroprotektiven Eigenschaften von BAG1 beeinflusst, wurden CSM14.1-Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Staurosporin (STS), einem Phospholipid-Kalzium
abhingigen Breitspektrum-Kinaseinhibitor, welcher als Induktor des intrinsischen,
mitochondrialen Apoptosewegs gilt, behandelt (Chae et al. 2004).

Nach 24-48 Stunden iiberlebten 20-40% der CSM-WT-Zellen die Behandlung mit STS (Abb.
3/2a). BAG-NUC-Zellen zeigten dagegen im Vergleich kein verbessertes Zelliiberleben. Die
Zellen jedoch, die das normale -sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma vorkommende-
p29BAGI iiberexprimierten, zeigten eine signifikant verbesserte Neuroprotektion (Abb. 3/2a)
(p<0,001), dhnlich den Ergebnissen durch Serumentzug (vgl. auch Kermer et al. 2002).

100 -
90 -
80 -

?0 | *EE

] E““‘——————I—._.____ —+—BAG-NUC
50 1 1 —a—BAG1

E—\ { Control

30 1

20 4

Cellsurvival [%]

10 |

0,01uM 0,1uM 0,5uM

Staurosporine conc.

Abb. 3/2a: Apoptoseinduktion mit unterschiedlichen Staurosporinkonzentrationen, BAG-NUC, BAGI und CSM-WT-Zellen im
Vergleich iiber 48 Stunden (n=6). Zellen mit einer Uberexpression des normalen BAGI zeigen eine signifikant héhere
Uberlebensrate, wohingegen die Kontrollzellen und die BAG-NUC-Zellen empfindlicher auf Staurosporin reagieren. Die drei

Sternchen zeigen ein p<0,001 an.

In einem weiteren Experiment wurden die Zellen mit Thapsigargin (TH), einem Inhibitor der
CA*-ATPase des Endoplasmatischem Retikulums (Chae et al. 2004), behandelt. Nach 48
Stunden waren 30-60% der CSM-WT-Zellen apoptotisch, wohingegen p29BAG1-Zellen
signifikant besser iiberlebten (p<<0,001). Die BAG-NUC-Zellen zeigten auch in diesem Fall,
im Vergleich zu den CSM-WT-Zellen, keine bessere Protektion (Abb. 3/2b).
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A
bb. 3/2b: Apoptoseinduktion mit unterschiedlichenn Thapsigarginkonzentrationen, BAG-NUC, BAGI und CSM-WT-Zellen
im Vergleich fiir 48 Stunden (n=6; p<0,001). Auch hier zeigen die BAG1-Zellen deutlich bessere Uberlebendsraten als die
Kontrolilzellen und BAG-NUC. Die drei Sternchen bilden p<0,001 ab.

Diese Ergebnisse zeigen sehr deutlich, dass die BAG1-vermittelte Neuroprotektion von der
subzelluldiren BAG1-Lokalisation abhidngt. Um eine Neuroprotektion vermitteln zu kdnnen,
muss BAG1 in das Zytosol iibertreten, wo die Interaktion mit Hsp70 stattfinden kann (Liman

et al. 2005).

3.4. Nukleare BAG1-Expression vermindert die neuronale Differenzierung
Bei einem Temperaturwechsel von 32°C zu 39°C beginnen deutliche Verdnderungen an den

CSM-Zellen sichtbar zu werden (Kermer et al. 2002; Zhong et al. 1993). Sie werden grofer,
nehmen eine bipolare Form an und es wachsen Fortsétze aus. Im Gegensatz zu den Zellen, die
das normale BAGI1 iiberexprimieren, zeigen die BAG-NUC-Zellen weder bei einer
Temperatur von 32°C noch bei 39°C morphologische Unterschiede zu den Kontrollzellen.
Ahnlich der kleinen und runden Gestalt der Kontrollzellen zeigen sie vielmehr einen
Phinotyp mit seltenem Ausbilden axon-adhnlicher Fortsitze, wohingegen die p29BAG1-Zellen

lange Fortsétze ausbilden und sich untereinander sogar vernetzen (Abb. 3/3c2).

In Bezug auf die Proliferation und die Differenzierung der Zellen wurde die Generationszeit
der Zellen ermittelt, die Linge der axon-dhnlichen Fortsitze vermessen und die NeuN-

Expression untersucht.
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Die p29BAGI1-Zellen teilten sich im Durchschnitt alle 47 Stunden (+/- 4,9 Stunden) und damit
deutlich langsamer als die Kontrollzellen (Abb. 3/3a; p<0,001). BAG-NUC-Zellen zeigten mit
einer Verdopplungszeit von 30 Stunden (+/- 5,7 Stunden) im Vergleich zu den Kontrollzellen bei
32°C, keinen signifikanten Unterschied (27 Stunden +/- 3,4 Stunden).

BAG1 T
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10 20 30 40 50 60
time [hrs]

=

Abb. 3/3a: Generationszeit der Zelllinien im Vergleich. Die Generationszeit wurde bei 32°C und iiber einen Zeitraum von ca
einer Woche (n=6) ermittelt. Die durchschnittliche Generationszeit war bei den BAGI-Zellen signifikant héher als bei den
BAG-NUC-Zellen und den Kontrollzellen. Die Sternchen stehen fiir p<0,001.

Auch in der Linge der axon-dhnlichen Fortsdtze ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen BAG-NUC- und CSM-WT-Zellen (BAG-NUC 80 pm und CSM-WT 102,56 um).
Im Gegensatz dazu hatten die p29BAGI1-Zellen signifikant liangere Fortsdtze entwickelt
(p<0,001) (Abb. 3/3b) und auch ,,axon-dhnlichen Netzwerke* ausgebildet (siche auch Abb.
3/3c2).
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Abb. 3/3b: Messung der Axonlinge, Vergleich der verschiedenen Zelllinien (70 Zellen wurden in drei unabhdngigen
Experimenten vermessen). Hier zeigen sich signifikant lingere Nervenzellfortsitze in den BAGI1-Zellen als in den BAG-

NUC- oder den Kontrollzellen. Die Sternchen symbolisieren p<0,001.

Auch diese Ergebnisse legen nahe, dass BAG1 die neuronale Differenzierung von einer

zytosolischen Lokalisation aus induziert.

Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurde die NeuN-Expression der Zellen untersucht.
NeuN ist ein neuronales Protein und Marker fiir postmitotische Zellkerne. Es kennzeichnet
daher die neuronale Differenzierung (Mullen et al. 1992; Wolf et al. 1996). Auch hier zeigte
sich, dass die p29BAG1-Zellen deutlich schneller differenzieren als BAG-NUC- oder CSM-
WT-Zellen. Nach 54 Tagen bei 39°C Kultivierungstemperatur war weder bei den NUC-Zellen
noch bei den WT-Zellen ein Signal fiir NeuN zu detektieren. Im Gegensatz dazu zeigten fast

alle p29BAG1-Zellen schon nach 21 Tagen ein positives Signal (Abb. 3/3c1 und 3/3c2).
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Abb. 3/3cl: BAG-NUC und CSM-WT-Zellen, nach 21 Tagen ist bei beiden Zelllinien kein positives Signal fiir NeuN zu

detektieren, mikroskopische Vergrifferung 400x.

Tubulin

Abb. 3/3c2: Die Morphologie der Zellen im Vergleich bei einem Temperaturwechsel von 32°C zu 39°C und Nachweis des
NeuN Antigens. Nach 21 Tagen bei 39°C wird BAGI v.a. im Zytoplasma gefunden (A und B), wie hier durch das Anfirben
der Zellen mit Dapi (B) und mittels eines Antikérpers gegen BAGI (A) gezeigt werden kann (die Pfeile zeigen auf leere
Zellkerne). Im Gegensatz dazu zeigen die BAG-NUC-Zellen kein zytoplasmatisches Signal (F und G), auch hier erfolgte die
Anfdrbung des Zellkerns mit einer Dapi-Fédrbung (G). Die doppelte Anfirbung der Zellen am 8. Tag bei 39°C mit Tubulin
und Dapi zeigt, dass die BAGI1-Zellen deutliche ,,axondhnliche Nervenfortsitze ausgebildet haben (C), wihrend dies bei
den BAG-NUC Zellen nicht geschieht. Sie erscheinen rund und ohne die vernetzenden ,, axondhnliche Nervenfortsitze“ (H).
Dariiber hinaus wurden die Zellen auch mit einem Antikorper gegen NeuN und mit Dapi (D,E,1,J) angefirbt. Hier zeigen die
BAGI1-Zellen nach 21 Tagen ein deutliches Signal fiir NeuN in fast allen Zellen (D und E), die BAG-NUC-Zellen dagegen
nicht (I und J).
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Es wird angenommen, dass die neuronale Differenzierung liber die Interaktion von BAG1 mit
der Raf-1-Kinase vermittelt wird (Kermer et al. 2003; Liman et al. 2005). Daher untersuchten
wir, ob BAG-NUC die Phosphorylierung von Erk1/2 induzieren kann.

Erk ist ein Protein, das durch die Raf-1-Kinase aktiviert wird und zur Raf-1-Kinase
abhingigen Signaltransduktionskaskade gehort. Aktive Raf-1-Kinase phosphoryliert Erk,
welches in seiner aktiven Form die Zelldifferenzierung stimuliert (Doong et al. 2002). Erk
und Phospho-Erk konnen iiber einen Antikorper im Rahmen eines Western Blots dargestellt
werden. Wie aufgrund unserer Ergebnisse zu erwarten war, zeigte sich bei 39°C eine
verminderte Konzentration an phosphoryliertem Erk1/2 in den BAG-NUC-Zellen, verglichen
mit den p29BAG1-Zellen (Abb.3/4). Hingegen unterschied sich die Konzentration von nicht-
phosphoryliertem Erk und Hsp70 in den BAG-NUC-, p29BAG1- und WT-Zellen nicht (Abb.
3/4).

1,
(/O

o &
\‘{\Q?' QV'
Hsp70

phospho-Erk

Erk

Tubulin

L

Abb. 3/4: Nachweis von phospho-Erk und Erk mit Hilfe der Western Blot Methode. In den BAG-NUC-Zellen zeigt sich bei
39°C eine Abnahme des phosphoryliertem Erk im Vergleich zu den BAG1-Zellen. Die Konzentration des Hsp70 bleibt
dagegen bei allen Zelllinien unverdndert. Tubulin diente als Ladekontrolle der Proteinmenge.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass die BAGI-Funktionen von seiner
subzelluldren Verteilung abhéngig sind, wobei sowohl die neuronale Differenzierung als auch
die Neuroprotektion offensichtlich iiber die Interaktion mit zytosolischen Bindungspartnern
vermittelt wird.

Es ist bereits bekannt, dass BAGI1 ein multifunktionelles Protein ist, das unter anderem
neuroprotektive Eigenschaften aufweist und zudem als ein Regulator und Marker der
neuronalen Differenzierung fungiert (Kermer et al. 2003; Kermer et al. 2002). Da BAG1 mit
vielen anderen Proteinen interagieren kann, wird angenommen, dass seine unterschiedlichen
Eigenschaften durch diese Interaktionen moduliert werden (Takayama und Reed 2001).

So konnte z.B. gezeigt werden, dass BAGI iiber die Interaktion mit dem Proteasom den
Abbau von mutiertem Huntingtin, dem ursdchlichen Protein fiir die Huntington Erkrankung,
beschleunigen kann. Andererseits kann es iiber eine Interaktion mit Siahl (;,seven in absentia
homolog 1°), einer E3-Ubiquitin-Proteinligase, auch die subzelluldre Verteilung von
Huntingtin beeinflussen, welche als wichtig fiir die Krankheitsentstehung angesehen wird.
Beides fiihrt letztlich zu einer verminderten Toxizitdt und Aggregation von mutiertem
Huntingtin, wobei dieser Effekt von einer intakten BAG-Doméne abhéngig ist (Liman et al.
2010; Sroka et al. 2009).

In einer anderen Studie gelang der Nachweis, dass BAG1 durch seine Interaktion mit DJ-1,
einem Protein, das als Mutante eine jugendliche, autosomal-rezessiv vererbte Form der
Parkinson-Erkrankung verursacht, sowohl dessen Dimerisierung, seine Chaperonfunktion und
protektiven Eigenschaften rekonstituiert (Deeg, et al., 2010).

Zudem ist bekannt, dass sich die intrazelluldre Verteilung von BAG1 (in Nervenzellen sich
entwickelnder Sdugetiere) von einer zuerst hauptséchlich nukledren, hin zu einem vorwiegend
zytosolischen Expressionsmuster (mit Abschluss der neuronalen Differenzierung) verschiebt
(Kermer et al. 2002). Dies wiederum legt die Annahme nahe, dass die subzelluldre
Lokalisation von BAG1 die Bindung an die diversen Interaktionspartner limitiert und damit
seine Funktion beeinflusst.

Um genauere Kenntnisse liber die kompartiment-abhéngigen Funktionen von BAGI1 zu
erlangen, wurde fiir die beschriebenen Experimente eine BAGI-Mutante (BAG-NUC)
generiert, welche ausschlieBlich im Zellkern exprimiert wird; diese wurde mit Zellen mit dem

normalen BAGI-Protein bzw. mit Kontrollzellen verglichen. Schwerpunkt der
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Untersuchungen waren dabei das Zelliiberleben sowie die neuronale Proliferation und
Differenzierung.

Als Ausgangsmaterial dienten immortalisierte nigrostriatale Neurone der Ratte (CSM14.1-
Zellen), die die jeweiligen Gene stabil iiberexperimierten. Die BAG-NUC-Zellen waren
dabei mit einer NLS (,,nuclear localization signal*) verbunden. Damit ein Protein nukleér
verbleibt wird es mit einer NLS gekoppelt. Eine NLS besteht aus einer oder zwei kurzen
Aminosdure-Sequenzen, die meistens reich an den positiv geladenen Aminosdure-Resten Lys

und Arg sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ein strikt nukledr exprimiertes BAG1 nicht mehr
neuroprotektiv wirken kann. Dies ist plausibel, da bereits bekannt ist, dass die
neuroprotektiven Effekte von BAG1 durch eine verstdrkte Aktivierung der
Chaperonmaschinerie im Zytosol intakter Neurone vermittelt werden. Ist die Bindung
zwischen BAG1 und Hsp70 zum Beispiel durch eine Mutation in der BAG-Doméne
beeintrachtigt, geht auch der neuroprotektive Effekt verloren (Liman et al. 2005; Yenari et al.
1999). Passend dazu ist bekannt, dass hauptsichlich die kurzen BAG1-Isoformen, wie auch
die hier verwendete p29BAG1-Isoform aus der Maus, die vorwiegend im Zytosol exprimiert
werden, mit Hsp70 interagieren (Hohfeld und Jentsch 1997; Schmidt et al. 2003).

Aktuelle Daten von Frebel et al. bestitigen, dass die Interaktion von BAG1 und Hsp70 keinen
Einfluss auf die Zelldifferenzierung hat (Frebel et al 2007).

Neben seinen neuroprotektiven Eigenschaften ist BAG1 auch ein Marker und ein essenzielles
Protein fiir eine normale neuronale Differenzierung in vivo (Gotz et al. 2005; Kermer et al.
2002). Wie von Kermer et al. bereits gezeigt, existiert wihrend der neuronalen Entwicklung
des ZNS in Méusen ein stadienabhédngiges BAG1-Expressionsmuster (Kermer et al. 2003). In
anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass BAGI defiziente Méuse zwischen dem
Embryonaltag 12,5 und 13,5 in utero versterben und betrdchtliche Alterationen in der
neuronalen Schichtung im ZNS aufweisen (Go6tz et al. 2005).

AuBlerdem ist bekannt, dass BAGI1 die Differenzierung von Tumorzellen erhdht, was eine
generelle Rolle des BAGI bei der zelluldren Differenzierung nahe legt (Kermer et al. 2002;
Kudoh et al. 2002; Matsuzawa et al. 1998; Song et al. 2001).

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die sogenannte Raf-1-Kinase eine
wichtige Rolle im Rahmen der neuronalen Differenzierung und Protektion spielt (Morrison

und Cutler 1997).
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BAGTI interagiert mit Raf-1-Kinase und erhoht deren Aktivitdt tiber eine Region, die zum Teil
mit der Hsp70-bindenden-Region iiberlappt (Wang et al. 1996). Raf-1-Kinase ist ein wichtiger
Bestandteil der MAPK-Kaskade (,, Ras-Raf-mitogen-activated protein-kinase ““), welche eine
zentrale Rolle fiir die zelluldre Differenzierung wihrend der Entwicklung spielt (Avruch et al.
2001). So verlangsamt sie die Proliferation und beschleunigt die Differenzierung in
unterschiedlichen Zelllinien, beispielsweise neuronalen Stammzellen (Sippel und Chen 2002).
Zudem kommt der MAPK-Kaskade auch im ausgereiften Nervensystem grof3e Bedeutung zu.
Hier moduliert sie die synaptische Plastizitdt und das Gedéchtnis (Sweatt 2001). Auch
Planchamp et al. zeigten, dass BAG1 die Raf-1-Kinase aktiviert und die Aktivierung von
ERK eine Verbesserung der Regeneration von Neuronen und deren Wachstum bewirkt
(Planchamp et al. 2008).

Die verminderte Phosphorylierung der Raf-1-Kinase und Erk1/2 als Teil des MAPK-
Signaltransduktionsweges in den BAG-NUC-Zellen unterstiitzt die These, dass die Interaktion
von BAG1 mit der Raf-1-Kinase im Zytosol stattfindet (Kermer et al. 2002). Dies wird weiter
durch frithere Ergebnisse unterstiitzt, die zeigen, dass eine BAGI1-Mutante (BAGAC), die
durch eine Deletion des C-Terminus und damit Teilen der BAG-Domine nicht mehr an
Hsp70 binden kann, immer noch die neuronale Differenzierung induziert, auch wenn, oder
gerade weil diese Mutante hauptsichlich im Zytosol zu finden ist (Liman et al. 2005). Andere
Autoren vermuten, dass zuséitzlich eine BAG1-Interaktion mit Raf-1 an der Oberfliche von

Mitochondrien existiert (Gotz et al. 2005; Wang et al. 1996).

Allerdings erfiillt BAG1 in verschiedenen Zellarten unterschiedliche Funktionen.

Eine Uberexpression von BAGI1 kann beispielsweise das von Wachstumsfaktoren
unabhingige Wachstum von Interleukin-3-abhéngigen lymphoidalen Vorlduferzellen zur
Folge haben (Clevenger et al. 1997). Aullerdem hemmt BAG]1 epitheliale Tumorzellen in
ithrem p53 vermittelten ,,Zellzyklus-Arrest, indem es an das humane Homolog des
,,Drosophila seven in absentia gen (Siah), ein p53 induzierendes Gen, bindet (Matsuzawa et
al. 1998). Interessanterweise konnte BAG1 bei einem Versuch an 293-HEK-Zellen (eine
humane Nierenzelllinie), die Siah-1 {iberexprimierten, v.a. im Zellkern detektiert werden
(Amson et al. 1996; Matsuzawa et al. 1998).

Insbesondere an Zellen aus dem ZNS gibt es iibereinstimmende Daten, die eine Hemmung
des Zellwachstums durch BAG1 sowohl neuronal in CSM14.1-Zellen (Kermer et al. 2002) als
auch glial (Roth et al. 2000; Van Meir et al. 1994) beschreiben. Die Ergebnisse dieser Arbeit
unterstiitzen die These, dass der Grund fiir die unterschiedlichen Effekte des BAG1 auf die
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Zellproliferation durch die Lokalisation von BAGI in der Zelle begriindet ist (Kermer et al.
2002).

Weitere Einflussfaktoren sind das zelluldre Umfeld und das Stadium der Zelldifferenzierung
(Nollen et al. 2000; Takayama et al. 1998). So liel sich BAG1 in undifferenzierten CSM14.1-
Zellen hauptsédchlich im Zellkern finden; bei ausdifferenzierten Zellen dagegen detektiert man
BAGI vorwiegend im Zytosol. Dieser Lokalisationswechsel von BAGI tritt in allen Teilen
des Nervensystems auf (Kermer et al. 2002). Im Gegensatz dazu wird BAG1 in Epithelzellen
und hidmatopoetischen Zellen vornehmlich im Zytosol angetroffen (Clevenger et al. 1997,

Takayama et al. 1998).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine streng nukledre BAGI1-Lokalisation sowohl die
Effekte auf die Zelldifferenzierung als auch die Neuroprotektion authebt. Dies macht deutlich,
wie bedeutsam die Verdnderung des subzelluliren Verteilungsmusters von BAG1 wihrend

der, bzw. fiir die neuronale Entwicklung ist.

Jedoch bleibt die Frage offen, welche Relevanz die nukledre BAG1-Expression wéhrend der
neuronalen Entwicklung besitzt. In diesem Zusammenhang zeigten dltere Untersuchungen
eine Interaktion von BAGI1 mit Steroidrezeptoren im Zellkern und legen damit nahe, dass
BAGTI auch als ein Regulationsprotein der Transkription wirken kann, wenn es im Zellkern
exprimiert wird (Froesch et al. 1998; Knee et al. 2001). Im Hinblick auf die nukledre
Expression in undifferenzierten Nervenzellen kann daher angenommen werden, dass BAGI
wihrend der Entwicklung als Transkriptionsfaktor in Neuronen agiert. Verbunden mit einem
Wechsel ins Zytosol im Verlauf, findet dann auch ein Wechsel seiner Funktionen hin zu
einem Regulator der zelluliren Differenzierung und des zelluliren Uberlebens im adulten

zentralen Nervensystem statt.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

5.1. Deutsch
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine verstirkte BAG1-Expression im Zellkern

(BAG-NUC), verglichen zu Kontrollzellen und verglichen zu Zellen, die eine verstérkte
Expression des normalen BAG1 aufweisen, zu einem Verlust der neuroprotektiven
Eigenschaften des BAGI fiihrt. Auch zeigen die BAG-NUC-Zellen eine deutlich geringere
Tendenz zur Differenzierung als die Vergleichszellen. Diese Ergebnisse unterstiitzen die
Annahme, dass die zytosolische Lokalisation des BAG1 fiir die Interaktion mit Hsp70 und
Raf-1-Kinase wichtig ist.

Damit ist die tiber BAG1 vermittelte Neuroprotektion und Zelldifferenzierung zum einen
abhédngig von der Interaktion von BAGI mit Hsp70 bzw. Raf-1-Kinase und zum anderen
abhéngig von einer zytosolischen Lokalisation des BAGI1. Nur so ist eine Interaktion des

BAG-1 mit diesen Interaktionspartnern in der Zelle mdglich.

Es ist daher von grofler Bedeutung fiir die zelluldren Abldufe, dass BAG1 wéhrend der

embryonalen Entwicklung vom Zellkern in das Zytoplasma gelangen kann.

Zusammenfassend handelt es sich bei BAGI1 durch seine vielen unterschiedlichen
Interaktionspartner und seine damit verbundenen vielseitigen zelluliren Aufgaben um ein
hochinteressantes Protein flir weitere Studien mit dem Ziel neuer therapeutischer
Angriffspunkte auf zelluldrer Ebene. Insbesondere hinsichtlich der BAGI-vermittelten
Neuroprotektion ~ und seiner  Rolle  bei zelluliren  Proliferations- und
Differenzierungsvorgiangen erscheinen weitere Untersuchungen vielversprechend. Auch mit
Blick auf die, iiber BAG1 vermittelte Proteininteraktion und/oder Gentranskription, nicht nur
in Neuronen, sind weitere Untersuchungen des BAGI sicher sinnvoll. Interessante Ergebnisse
konnte hier beispielsweise eine Transkriptom- und Proteomanalyse der verschiedenen BAG1-

Formen liefern.
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5.2. Englisch

BAG1 is a potent neuroprotectant as well as a marker of differentiation in neuronal cells. It is
known that BAGI mainly localises to the nucleus during neuronal development, whereas
BAGTI shifts to the cytosol upon neuronal differentiation suggesting that distinct BAGI
functions depend on its subcellular localisation. Here, we show that forced BAG1 expression
within the nucleus when compared to full-length BAG1 expression and to control cells
completely abolishes the neuroprotective effects of BAG1 supporting the notion that cytosolic
interaction with Hsp70 is mandatory for BAG1 mediated neuroprotection. At the same time,
we observed that cells can no longer differentiate into post-mitotic neurons when BAGI is
only present in the nucleus. In addition, phospho-Erk levels are decreased in those cells

indicating that BAG1 has to translocate to the cytosol for Raf-dependent MAPK activation.
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