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Zusammenfassung

Zur Erhaltung der Proteostase und somit der Funktionsfahigkeit kontraktiler Muskelzellen ist
die zelluldre Maschinerie um das Protein BAG3 von besonderer Bedeutung. BAG3 stellt eine
Kernkomponente der CASA, einer Form der Makroautophagie dar, welche durch mechanische
Belastung gesteuert werden kann. Filamin ist eine Zielstruktur fir den Abbau durch CASA in
Muskelzellen, da es durch mechanische Belastung zur irreversiblen Entfaltung kommt.
Funktionsfahiges Filamin lokalisiert in quergestreiften Muskelzellen an Aktinfilamenten und in
glatten Muskelzellen an Aktinstressfasern und fungiert so als Quervernetzer des Aktins. Ein
gestorter Abbau des Filamins fuhrt zur Stérung und Veranderung der Muskelarchitektur.
Mikroskopische Analysen aus Glattmuskelzellen konnten einen Zusammenhang der
Kolokalisation von BAG3 und Aktin mit steigender mechanischer Belastung zeigen. Einen
geanderten Einfluss auf die Lokalisation an Aktin von phosphomimetischen Mutanten
verschiedener kraftregulierter Phosphorylierungsstellen des Proteins BAG3 konnte gegenlber
dem Wildtyp nicht gezeigt werden. Die Rekrutierung von TSC1 wird durch die
phosphomimetischen Mutanten des BAG3 Proteins nicht verhindert und es kommt zu keiner
Einschrankung der durch mTORC1 aktivierten Translation von Filamin.

In der quergestreiften Muskulatur kommt es unter mechanischer Belastung zu Filamin-
enthaltenen Lasionen, welche mit der Intensitat der Belastung proportional zunehmen. Mittels
Prastimulation zeigt sich eine Mechanoadaption der Zellen und das Entstehen von Lasionen
wird verringert. Durch diesen mechanoprotektiven Mechanismus kann intensiveren
Belastungen standgehalten werden. Mikroskopische Analysen der Lokalisation von BAG3
zeigen, dass mit steigender mechanischer Belastung eine verstarkte Lokalisation innerhalb
der Lasionen auftritt. Es kann somit ein dynamisches Verhalten von BAG3 beschrieben
werden, ebenso zeigen HspB5, FILIP, FILIP1L und XIN/XIRP2 die gleiche Dynamik. Da der
BAG3 Bindepartner HspB8 dieses Verhalten nicht zeigen konnte lasst dies auf eine
Entkopplung schlieen. Die Mdoglichkeit der Interaktion von BAG3 mit weiteren kleinen
Hitzeschockproteinen legt nahe, dass HspB8 austauschbar ist und es unter Veranderung der
Interaktionspartner zu einem autophagischen Abbau tiber BAG3 kommen kann.

Das Protein TDP-43 zeigt unter akuter mechanischer Belastung eine verstarkte
zytoplasmatische Lokalisation. Eine Funktion ist die Unterstitzung der Bildung von
Sarkomeren, indem mRNA aus dem Kern in das Zytoplasma transportiert wird. Ein starker
Anstieg von TDP-43 im Zytoplasma kann auch auf unlésliche Aggregate hinweisen, welche in
weiteren Analysen untersucht werden missen. Aufgrund der Prastimulation der Myotuben
konnte eine verringerte TDP-43 Lokalisation innerhalb des Zytoplasmas gezeigt werden.
Weitere Untersuchungen in Glattmuskelzellen bezlglich der verschiedenen BAG3

Interaktionspartner, sowie die Entkopplung von HspB8 und deren mdogliche Alternativen
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mussen in weiteren Experimenten bestatigt werden. Fur die in quergestreiften Muskelzellen
beschriebene Lokalisationsanderungen der Interaktionspartner missen weitere Analysen
zeigen, ob es zu Funktionsanderungen kommt. Auch der Einfluss der Mechanoprotektion
muss spezifisch betrachtet werden. Die Untersuchungen dieser Arbeit und weitere
Experimente kénnen das Wissen Uber die Filaminhomdostase und das Verstandnis der damit

verbundenen Funktion von CASA starken.
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1 Einleitung und Grundlagen

1.1 Stressfaktoren und zellulare Schutzmechanismen

Jede Zelle eines Organismus ist permanent einer gro3en Zahl von auferen und inneren
Einflissen ausgesetzt. Dabei sind Zellen positiven Stimuli und auch einer Vielzahl von
Stressfaktoren ausgeliefert. Als Stressfaktoren sind zum Beispiel Hunger, ein spezifischer
Mangel an relevanten Wachstumsfaktoren oder plétzliche Temperaturanderungen wie
beispielsweise der sogenannter Hitzestress zu erwahnen (Richter et al. 2010). Auch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) kénnen zu sogenanntem oxidativen Stress fihren. ROS sind auch
unter dem Begriff Sauerstoffradikale bekannt. Die positiven Effekte von ROS sind besonders
bei der Immunantwort von Bedeutung. Dennoch entstehen ROS haufig als Nebenprodukt
metabolischer Prozesse. Weiter konnen sie durch Strahlung, wie beispielsweise der
Ultravioletten-Strahlung aber auch radioaktiver Strahlung, erzeugt werden. Besonders bei
letzterem erfolgt eine unkontrollierte Akkumulation toxischer Produkte und es bedarf effektiver
Gegenmallnahmen der betroffenen Zellen oder Organe, sodass das Proteom nicht weiter
gefahrdet wird (Dahl et al. 2015).

Die zellulare Antwort ist jedoch immer abhangig von der Intensitat und dem Ausmal} der
Beeinflussung. Liegt direkt eine Veranderung oder Beschadigung der DNA vor spricht man
von genotoxischem Stress. Die generelle Beschadigung einer Zelle bezeichnet man als
zytotoxischen Stress. Dabei kann der Schaden beispielsweise durch chemische Substanzen,
Zellen des Immunsystems oder auch Viren ausgelést werden. Genotoxischer Stress kann,
ebenso wie zytotoxischer Stress, ein dauerhaftes und ungebremstes Wachstum verursachen
oder die Zelle mittels Apoptose oder gar Nekrose in den Zelltod treiben (Biamonti und Caceres
2009). Um diese extremen Veranderungen zu verhindern gibt es eine Vielzahl von
Gegenmallnahmen. Beispielsweise triggert genotoxischer Stress haufig einen Signalweg tber
p53, welcher fir die Kontrolle und Instandhaltung der korrekten DNA verantwortlich ist (Herr
und Debatin 2001). Oxidativem Stress kann die Zelle mittels enzymatischen und nicht-
enzymatischen Detoxifikationsmechanismen begegnen (Mager et al. 2000). Eine Vielzahl
unterschiedlicher negativer Umwelteinfliisse, wie beispielsweise Schwermetalle, kdnnen
durch die Synthese von schitzenden Molekilen weitestgehend unschadlich gemacht werden
(Wimmer et al. 2005). Auch Infektionen, Entziindungen oder Fieber fiihren zu einer
Stressreaktion (Biamonti und Caceres 2009). Des Weiteren kénnen auch entfaltete Proteine
zu einer stressinduzierten Antwort fihren. Innerhalb stressvermittelter Reaktionen kommt es
meist zu einem Anhalten von anabolen Prozessen und somit zu einer Inhibition anderer
Signalwege wie beispielsweise mTOR (mammalian Target of Rapamycin). Gerade der mTOR
Signalweg ist fir Proliferation bekannt und in diversen anabolen Prozessen zu finden (Dikic
2017; Kathage et al. 2017).
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Durch entfaltete oder fehlgefaltete Proteine steigt das Risiko der Bildung von
Proteinaggregaten innerhalb einer Zelle. Dies ist unter anderem bei einigen
neurodegenerativen Erkrankungen (z. B. Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer und weiteren)
zu beobachten. Die durch Stress ausgeldsten zelluldren Antwortmechanismen resultieren
haufig in einer veranderten Regulation von Transkriptionsfaktoren. So wird schlie3lich die
Genexpression beeinflusst und meist die Proteinsynthese verringert (Sala et al. 2017).
Gleichzeitig wird die Transkription von sogenannten Chaperonen und Proteinen wie
Cochaperonen, die Chaperone in ihrer Funktion unterstiitzen, induziert (Cotto und Morimoto
1999). Chaperone sind essenziell um Proteine zu falten und so dem Protein seine
vorgesehene raumliche Struktur zu verleihen. Gleichzeitig sind sie zur partiellen und
zielgerichteten Entfaltung notig.

Unter Stress kann es zu irreversibel entfalteten Proteinen kommen. Der Abbau von
fehlerhaften, entfalteten oder beschadigten Proteinen kann Uber das Ubiquitinsystem oder
Uber eine Form der Autophagie erfolgen. Einige Proteine kénnen durch Lysosomen selbst
umschlossen und so direkt abgebaut werden (Mikroautophagie). Durch die
chaperonvermittelte Autophagie (chaperon-mediated autophagy - CMA) werden spezifische
Zielstrukturen mittels Chaperonen zum Lysosom uberfuhrt. Besonders grof3e Strukturen oder
Proteine kdnnen durch die Makroautophagie abgebaut werden. Chaperone sind auch haufig
an autophagischen Abbauwegen beteiligt. So schitzen sie vor Proteinaggregaten und zeigen
meist unter Einfluss von Stress eine gesteigerte Expression (Arndt et al. 2010; Richter et al.
2010; Saibil 2013).

Auch durch mechanische Belastung oder mechanischen Stress kann es zur partiellen oder
kompletten Entfaltung eines Proteins bis hin zur Schadigung der Zelle kommen. Dabei kommt
es sowohl durch aufiere Einfliisse wie auch durch selbstgenerierte Kraft zur mechanischen
Belastung. In diesem Fall spielen die Mechanismen der Reparatur und der Autophagie eine
besonders gro’e Rolle, da eine mechanische Belastung dauerhaft fir die Zelle besteht
(Cohen-Kaplan et al. 2016; Hohfeld et al. 2021; Ravikumar et al. 2010).

1.2 Mechanische Belastung und mechanischer Stress

Die Zellen eines Organismus sind dauerhaft einem mechanischen Einfluss ausgesetzt. Zu den
essenziellen Funktionen der Zelle gehort die Moglichkeit zur Proliferation, Migration und
Adhasion. Hierfir sind physikalische Krafte nétig. Beispielsweise sind zur Bewegung oder
Vervielfaltigung der Zelle mechanische Krafte essenziell. Auch bei der Synthese und Faltung
von Proteinen, sowie bei der Bildung von Proteinkomplexen spielen mechanische Krafte eine
wichtige Rolle. Wie genau dabei diese Funktionen durch mechanische Krafte beeinflusst

werden, ist weiter Gegenstand der Forschung (Discher et al. 2009). Die Annahme, dass die
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Konformation von Proteinen auch eine Anderung der Form der Zellen unterschiedlicher
Gewebe mit unterschiedlichsten Funktionen bedingt, wird ebenfalls genauer untersucht
(Johnson et al. 2007). Dies heif3t, dass Zellen unterschiedlicher Gewebe und Funktion auch
eine unterschiedliche Elastizitat aufweisen missen. Beispielsweise ist Knochengewebe durch
eine deutlich festere Gewebestruktur ausgezeichnet als das Gehirn. Dies macht deutlich, dass
durch mechanische Belastung auf unterschiedliches Gewebe, eine unterschiedlich starke
Reaktion ausgelést werden muss (lrianto et al. 2016). Weiter zeigt sich anhand der
Entwicklung des Menschen, dass auch aufgrund des Entwicklungsstadiums unterschiedlich
starke mechanische Belastungen auf ein Gewebe oder Organ wirken. Wahrend der
Entwicklung und dem Wachstum andert sich die Festigkeit und Elastizitat von Gewebe. Dies
macht deutlich, dass der humane Korper, sowohl wahrend der Embryonalentwicklung, wie
auch im erwachsenen Zustand permanent einer variierenden mechanischen Belastung oder
mechanischem Stress ausgeliefert ist (Hoffman et al. 2011; Moore et al. 2010; Wolfenson et
al. 2019).

Da sich keine Zelle einer mechanischen Belastung entziehen kann, liegen eine Vielzahl von
Mechanismen zum Schutz der Zelle vor Schaden vor. Denn selbstverstandlich gibt es eine
mechanische Belastung, die fur die Zelle nicht nur ein gewisses Mal} an Stress verursacht,
sondern auch beschadigend oder gar zerstdrend wirken kann. Dies ist vom Zelltyp und somit
den entsprechenden Funktionen abhangig. Betrachtet man beispielsweise die fiir das Leben
essenzielle Dehnung der Lunge zur Aufnahme von Sauerstoff, wird deutlich, welcher massiven
mechanischen Belastung diese Zellen ausgeliefert sind. Weiter ist nicht zu vergessen, dass
alle blutfGhrenden Gefalle durch den Blutfluss dauerhaften Scherkraften ausgeliefert sind.
Auch flhrt beispielsweise ein Anstiegt des Blutdrucks zu einer VergréRerung und somit zu
einer Dehnung der Blutgefalie (Discher et al. 2009; Hoffman et al. 2011). Des Weiteren ist bei
der Bewegung von Immunzellen mechanischer Stress relevant. Hier erfolgt ein Stimulus,
sodass es zur Migration, also einer mechanischen Belastung kommt. Aufgrund dessen ist es
der Immunzelle moglich, den Infektionsherd zu infiltrieren. Ahnlich verhalt es sich bei
metastasierenden Tumorzellen. Auch hier fuhrt die Moglichkeit der Fortbewegung mittels
mechanischer Energie zur Verbreitung und zur Invasivitdt. Eine besondere Rolle im
Zusammenhang mit mechanischer Belastung und Stress spielen Muskelzellen. Es gehort zu
den Hauptaufgaben eines Muskels die Fahigkeit zur Kontraktion zu besitzen. Dabei spielt die
selbst generierte Kraft eine bedeutende Rolle. Dies liegt auch in Struktur und Aufbau der
Muskelzellen (Ayad et al. 2019; Svitkina 2018).

Durch mechanische Reize werden verschiedene mechanosensitive Proteine angesprochen.
Beispielsweise lonen-Kandle oder Transmembranproteine, welche fir Fokal- oder

Zell-Zell-Kontakt relevant sind, aber auch G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) welche
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als Mechanosensoren und Transduktoren dienen. Je nach Intensitadt des mechanischen
Reizes erfolgt eine unterschiedliche Reaktion der Zelle (Ingber 2006).

Es zeigen sich jedoch auch verschiedene Krankheitsbilder, welche in direktem
Zusammenhang mit einer verminderten oder fehlerhaften Reaktion auf mechanische
Belastung stehen. Diese Pathologien kdnnen genetisch bedingt, idiopathisch, aber genauso
auch einem hoéheren Lebensalter geschuldet sein. Veranderungen der Komplexe und
Strukturen, welche durch mechanische Belastung angesprochen werden, flhren
beispielsweise zu Hypertonie, Arteriosklerose, Osteoporose, muskuldre Myopathien und
Dystrophien sowie zu kanzerogenen Erkrankungen (DuFort et al. 2011; Ehrlicher et al. 2011;
Hoffman et al. 2011; Hohfeld et al. 2021; Hohfeld und Hoppe 2018).

1.3 Muskelzellen und Physiologie des Muskels

Ohne unsere Muskulatur ware ein Leben nicht méglich. Dabei besteht der menschliche Kérper
aus mehr als 650 Muskeln. Neben den bekannten Muskeln - wie dem Herzmuskel oder der
Skelettmuskulatur - gibt es eine Vielzahl weiterer Muskeln, wovon jeder seine spezifische
Funktion UGbernimmt. Diese Menge an, zur Kontraktion fahigen Geweben, unterliegt zwei
grundlegend unterschiedlichen Steuerungsmechanismen. Zum einen gib es Muskeln, welche
durch das vegetative Nervensystem gesteuert werden. Hierzu gehort beispielsweise die
Verengung oder Dehnung von BlutgefalRen. Diese kann von einem Individuum nicht
eigenstandig kontrolliert werden. Zum anderen gibt es Muskeln, die einer willkirlichen
Steuerung unterliegen. Dies umfasst alle Muskeln, welche durch die bewusste Entscheidung
bewegt, also zur Kontraktion gebracht werden, konnen. Auch physiologisch und anatomisch

weisen Muskeln verschiedene Merkmale auf (Vaupel et al. 2015).

1.3.1 Physiologischer Aufbau und Unterschiede

Grundlegend kann man Muskelgewebe aufgrund des physiologischen Aufbaus in zwei
Gruppen unterteilen. Zum einen die sogenannte quergestreifte Muskulatur und zum anderen
die glatte Muskulatur. Betrachtet man zuerst die Quergestreifte, fallt genau die spezifische
Querstreifung optisch auf. Man unterscheidet hierbei nochmals die Skelettmuskulatur von der
Herzmuskulatur. Die quergestreifte Muskulatur (Abbildung 1) besteht aus kontraktilen
Proteinstrukturen, den sogenannten Myofibrillen. Diese Myofibrillen bilden die Muskelfasern.
Durch die Umhullung mehrerer Muskelfasern mit Endomysium und die Zusammenlagerung
bildet sich der sogenannte Faszikel. Mehrere Faszikel oder auch Muskelfaserbindel genannt,
werden durch das Perimysium umschlossen. Im Perimysium befinden sich auch

Nervenbahnen, Lymph- und Blutgefale, welche flr eine adaquate Versorgung des Muskels
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verantwortlich sind. Weiter wird der Skelettmuskel durch das Epimysium ummantelt. Uber

Sehnen erfolgt eine Verbindung von Muskeln und Knochen (Vaupel et al. 2015).

Sehne

Faszie

Skelettmuskel

Epimysium
Perimysium
Blutgefalie,
Lymphgefalie,
Nerven
Faszikel
; Endomysium

Muskelfaser

Myofibrille

Abbildung 1: Physiologischer Aufbau des Muskels.

Meist wird der Skelettmuskel Gber Sehen am Skelett verankert. Der Skelettmuskel wird durch
das Epimysium ummantelt und besteht aus den einzelnen Faszikeln. Die Faszikel werden
durch das Perimysum umfasst. In diesen Zwischenrdumen finden sich auch Blut- und
LymphgefaRe sowie Nerven. Betrachtet man die Faszikel genauer, bestehen diese aus
Muskelfasern. Muskelfasern werden durch das Endomysium umfasst und kdnnen auch
nochmals in kleinere Strukturen unterteilt werden. Die Muskelfasern werden aus den
Myofibrillen aufgebaut. Abbildung modifiziert nach McKinley und O'Loughlin (2009).

Betrachtet man Myofibrillen jedoch nochmals genauer, so lasst sich eine langestreckte

Struktur erkennen. Es zeigt sich, dass eine symmetrische Aneinanderreihung von Sarkomeren
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die Struktur der Myofibrillen bestimmt. Ein Sarkomer ist also ein definierter Teil der Myofibrille
welcher sich von einer Z-Scheibe zur nachsten Z-Scheibe erstreckt. Dies lasst sich auch
schematisch darstellen und so zeigt sich nochmals der symmetrische Aufbau (Abbildung 2).
Ein Sarkomer, welches den Bereich zwischen zwei Z-Scheiben beschreibt, kann in weitere
Bereiche unterteilt werden. Es umfasst die A-Bande wobei der zentrale Teil der A-Bande mit
der M-Linie als Mittellinie, als der Hauptteil bezeichnet wird. In der A-Bande findet man
Myosinfilamente. Diese sind verhaltnismaRig dicke Filamente und dienen als Motorproteine.
Sie nutzen zur Kraftgenerierung die aus der Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) zu
Adenosindiphosphat (ADP) generierte Energie, um Kraft und so eine Bewegung entlang des
Zytoskeletts zu erzeugen. Diese Funktion des Myosins ermdglicht so beispielsweise den
intrazellularen Verkehr, die Weiterleitung von Signale oder flihrt zur Kontraktion (Jockusch
2017). In der I-Bande, welche den Bereich zur linken und rechten Seite der Z-Scheibe
beschreibt, liegen dinne Filamente vor. Diese bestehen aus Aktin. Die Z-Scheibe selbst
enthalt das Strukturprotein Titin, welches selbst einen Teil des Sarkomers darstellt. Aufgrund
seiner GroRRe liegt Titin gewunden, quasi federartig vor und ist flr die Elastizitat der
Sarkomerstruktur verantwortlich. Es ist also fir die mechanische Regulation sowie
Signaltransduktion unerlasslich (Frank et al. 2006; Linke und Hamdani 2014).

Durch die konstante, wiederholte Aneinanderreihung der Sarkomere und ihrem zylindrischen
Aufbau gestaltet sich so die Myofibrille (Frank et al. 2006; Jockusch 2017; Linnemann et al.
2010). Der Aufbau der Muskulatur unterliegt immer dem gleichen Schema. Es ist moglich,
durch Training eine Veranderung der Muskulatur hervorzurufen. Das heil3t, es besteht die
Option, die Muskelmasse gezielt zu steigern. Dies duRert sich zum einen in der GroRe der
Muskelfasern, zum anderen steigt die Anzahl der Sarkomere. Krankheiten oder Hunger und
Mangelernahrung fuhren dagegen zu Gegenteiligem, also zu einem Muskelverlust (Orfanos et
al. 2016; Proske und Morgan 2001).
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Sarkomer
A-Bande
|-Bande H-Bande [-Bande
Z-Scheibe M-Linie Z-Scheibe
Aktin
Myosin

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Myofibrille.

Ein Abschnitt der Myofibrille ist das Sarkomer. Dabei wiederholt sich der dargestellte Aufbau
in gleichbleibender symmetrischer Abfolge. Von Z-Scheibe zu Z-Scheibe wird das Sarkomer
definiert. Der spezifische Aufbau sieht wie folgt aus: Als I-Bande wird der Bereich links und
rechts der Z-Scheiben bezeichnet. Dieser weist lediglich Aktin (diinne Filamente) auf. Die
A-Bande bezeichnet den Teil, der von Myosin (dicke Filamente) und teilweise Aktin
durchzogen ist. Hierbei differenziert man den Bereich, welcher keinerlei Aktin aufweist
nochmals in die H-Bande. Die M-Linie stellt den Mittelpunkt des Sarkomers dar. Abbildung
modifiziert nach Hohfeld et al. (2021).

Die sogenannte glatte Muskulatur zeigt keine klassischen Querstreifen und unterliegt nicht der
willkdrlichen Kontrolle, sondern der des vegetativen Nervensystems. Die grofite Aufgabe, die
diese Muskulatur erfullen muss, ist die Aufrechterhaltung einer definierten Dauerspannung.
Vorkommende Anderungen dieser Spannung erfolgen recht langsam und sehr spezifisch. Die

Anordnung der Zellen bezeichnet man auch als Scherengitter (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau des Glattmuskelgewebes.
Die als Scherengitter dargestellte Anordnung der Zellen erméglicht so die Kompensation von

starker mechanischer Belastung. Abbildung modifiziert nach Vaupel et al. (2015).

Diese Anordnung ist fiir die Dehnbarkeit des Gewebes essenziell. Der Zellkern liegt bei diesen
Zellen im Zentrum und auch die Filamente blndeln, jedoch ohne die zuvor erwahnte
Regelmaligkeit. Diese Bundel aus Aktin werden als Aktinstressfasern bezeichnet. Auch sind
die Filamente (Aktin und Myosin) langs ausgerichtet, jedoch nicht parallel. In Glattmuskelzellen
(Abbildung 4) kommt es so zu keiner Bildung von Myofibrillen oder Sarkomeren wie bei der
quergestreiften Muskulatur. Es liegen auch keine Z-Scheiben vor, an welchen Aktin und
Myosin verankert sein konnten. Diese Funktion Ubernehmen, sogenannte dense bodies. Sie
kénnen als Pendant zu Z-Scheiben betrachtet werden. Ahnliche Verankerungen von
Aktin- und Myosin-Filamenten lassen sich an der Zellmembran finden. Dort werden diese
Knotenpunkte als dense band bezeichnet. Anhand dieser spezifischen Strukturmerkmale
spannt sich das Zytoskelett der Glattmuskelzelle auf. Dieses Zytoskelett ermdglicht es der
Zelle groflen Kraften standzuhalten, ebenso wie selbst Krafte zu generieren (Geeves und
Holmes 2005; Henderson et al. 2017; Linnemann et al. 2010).
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dense band

dense body

Abbildung 4: Schematischer Darstellung der Aktinstressfasern einer Glattmuskelzelle.

Es zeigt sich kein symmetrischer Aufbau, somit liegen auch keine Sarkomere wie bei der
quergestreiften Muskulatur vor. Dennoch wird durch die Vernetzung von Aktin und Myosin tGber
die sogenannten dense bodys oder dense bands die Integritat der Zelle gewahrt. Abbildung

modifiziert nach Vaupel et al. (2015).

1.3.2 Proteine des Zytoskeletts von Muskelzellen

Besonders Aktin tragt zur Fortbewegung und Beweglichkeit der Zelle maligebend bei. Dabei
unterscheidet man in der quergestreiften Muskulatur das Aktin der Skelettmuskulatur vom
Aktin der Herzmuskulatur. Wie erwahnt formt Aktin die sogenannten diinnen Aktinfilamente.
Diese Aktinfilamente sind an den Z-Scheiben verankert. Uber das Protein Filamin wird das
Aktin quervernetzt. Da Aktin mafigeblich daran beteiligt ist, das Aktinzytoskelett und somit
auch die Form der Zelle zu erhalten und zu bestimmen, liegt je nach Zelltyp ein unterschiedlich
geformtes Zytoskelett vor. Dies aufRert sich auch in der Verformbarkeit der Zelle, ebenso wie
es die Elastizitat beeinflusst. Aufgrund der Struktur von Aktin und seinen Vernetzungen ist es
so moglich, Signale oder mechanische Einflisse Uber lange Strecken zu transportieren
(Ehrlicher et al. 2011; Jockusch 2017). Um eine Verbindung zwischen dem intrazellularen
Zytoskelett und der extrazelluldren Matrix herzustellen, kommen sogenannte Integrine zum
Einsatz. Integrine sind aufgrund ihrer Lokalisation einer mechanischen Regulation unterlegen
und reagieren somit sensitiv auf mechanische Reize (Fu et al. 2012; Luo et al. 2007). Integrine
tragen zum Aufrechterhalten der zellularen Spannung bei, indem sie Gber mechanosensitive
Adhasionskomplexe Signale der extrazelluldren Matrix weiterleiten (Schiller und Fassler 2013;
Sun et al. 2016).
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Weiter spielt, wie bereits in Kapitel 1.3.1 erwahnt, Titin eine wichtige Rolle. Es reicht von der
M-Linie bis durch die Z-Scheibe. Ohne Titin ware es der Zelle unmdglich selbst Kraft zu
generieren (Frank et al. 2006).

Besonders zu erwahnen ist weiter das Protein Filamin. Es sind drei Isoformen des Filamins
bekannt und das Protein liegt als homodimerer Komplex vor. Filamin A und B kommt im
Vergleich zu Filamin C nicht in Muskelzellen vor. Filamin C kommt an den Z-Scheiben und an
Aktinstressfasern vor. Weiter kann Filamin Integrinrezeptoren aktiveren und so die
Reorganisation des Aktinzytoskeletts beeinflussen (Kiema et al. 2006). Dennoch dienen alle
drei Isoformen des Filamin, in jedem Zelltyp, der Migration und Adh&sion. Durch mechanische
Belastung wird Filamin partiell entfaltet (Nakamura et al. 2011; Ulbricht et al. 2013a). Die
erneute Assemblierung der Myofibrillen stellt besonders nach einer mechanischen
Beschadigung eine Herausforderung dar. Bei der Beschadigung entstehen mikroskopisch
sichtbare Lasionen. Um den Lasionen entgegenwirken zu kdnnen, agieren Xin actin-binding
repeat-containing protein 2 (XIN/XIRP2) mit Filamin. Die sogenannte Filaminhomd&ostase, also
der Abbau von entfaltetem Filamin ebenso wie die Neusynthese, tragt mafigeblich zum Erhalt
der Muskulatur bei. Das Aufrechterhalten eines definierten Gleichgewichts von Auf- und Abbau
verschiedener Proteine ist eine der wichtigsten Funktionen einer Zelle (Eulitz et al. 2013;
Orfanos et al. 2016; van der Ven et al. 2006).

1.4 Das dynamische Proteom

Proteine sind Grundbausteine der Zelle. Sie dienen als Strukturkomponenten, sind an
zelluldrer Kommunikation und an Transportvorgdngen beteiligt. Auch vermitteln sie als
Enzyme verschiedene Stoffwechselprozesse (Murrell et al. 2015). Die Proteostase beschreibt
das dynamische Gleichgewicht von Transkription, Translation und Degradation im Zuge der
Erhaltung und Anpassung der Proteinausstattung von Zellen und Geweben. Weiter ist die
Qualitatskontrolle ein wichtiger Aspekt der Proteostase, da auch Faltung und Entfaltung zum
Erhalt des Proteoms beitragen. Das dynamische Gleichgewicht kann durch beispielsweise die
Proliferation, Migration oder Adhasion der Zelle beeinflusst werden. Auch auliere Einflisse,
wie mechanischer Stress, sind von Bedeutung. Speziell bei Zellen, die zur Kontraktion fahig
sind, wie Muskelzellen zeigt sich die grol’e Relevanz (Balch et al. 2008; Clarkson und Hubal
2002; Klaips et al. 2018).

Besonders wichtig fir die Proteostase sind molekulare Chaperone, die sogenannten

Hitzeschockproteine und Chaperon-regulierende Cochaperone.
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1.4.1 Faltungshelfer

Fir die Neusynthese eines funktionsfahigen Proteins ist die dreidimensionale Struktur, also
die raumliche Anordnung und Faltung, von grofer Bedeutung. Dabei unterstutzen molekulare
Chaperone den Prozess der Proteinfaltung. Auch entfaltete, fehlgefaltete oder beschadigte
Proteine konnen durch die erneute und korrekte Faltung mittels Chaperonen und
Cochaperonen wieder ihre Funktionsfahigkeit erhalten (Quinlan und Ellis 2013; Richter et al.
2010).

1.4.1.1 Chaperone und Cochaperone

Als molekulare Chaperone werden die Hitzeschockproteine bezeichnet. Zu diesen zahlen die
Hsp60-, Hsp70-, Hsp90-, Hsp100-Familien. Ebenso gehdren die aufgrund ihrer geringen
GroRe als kleine Hitzeschockproteine (siehe 1.4.1.2) bezeichneten HspBs zu den
Chaperonen. Chaperone sind keine typischen Makromolekiile, da sie keinen definierten
Klienten haben. Chaperone binden Uber eine Peptidbindedomane ein zu faltendes Protein und
verandern die Konformation des zu faltenden Proteins Uber ihre ATPase-Doméane. Fur diese
Funktionsfahigkeit ist Energie notig, welche Uber den Verbrauch von ATP erzeugt wird
(Buchberger et al. 2010; Saibil 2013). Haufig kooperieren und agieren sie zusammen mit
Cochaperonen. Diese Cochaperone unterstitzen die Chaperone bei der Faltung von
Proteinen, indem sie die ATPase-Domane des Chaperons aktivieren (Caplan 2003).

Aber nicht nur die Faltung zahlt zu den Aufgaben der Chaperone, sondern dienen sie auch als
Stabilisatoren ungefalteter Proteine und weillen weitere Funktionen, welche flr den Abbau
relevant sind auf (Arndt et al. 2010; Gamerdinger et al. 2011a; Hartl et al. 2011; Lanneau et
al. 2010; Ulbricht et al. 2013a).

1.4.1.2Kleine Hitzeschockproteine

Kleine Hitzeschockproteine kénnen Oligomere formen und dabei, je nach Grofke des
gebildeten Oligomers, verschiedene Funktionen Ubernehmen. Dabei sind die kleinen
Hitzeschockproteine haufig in Komplexen mit weiteren Chaperonen zu finden. Die kleinen
Hitzeschockproteine sind nicht ATP-abhangig. Eine ihrer Hauptaufgaben besteht darin,
Proteine, die noch nicht ihre korrekte dreidimensionale Struktur erhalten haben, in ihrer Form
zu stabilisieren. Dies ermdglicht anderen Proteostasefaktoren, wie beispielsweise anderen
Chaperonen, die korrekte Faltung der Proteine. Auch wird die Aggregation von Proteinen
verhindert. Weiter zahlt die Stabilisierung des Aktinzytoskeletts zu ihren Aufgabengebieten.
Auch die Umstrukturierungen des Aktinzytoskeletts, aufgrund von beispielsweise Migration,

wird durch kleine Hitzeschockproteine unterstiitzt. Weiter konnen sie die Zelle vor der
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Apoptose schiutzen. Zu den kleinen Hitzeschockproteinen gehdéren HspB1, HspB2; HspB3,
HspB4 (Crystallin Alpha A - CRYAA), HspB5 (Crystallin Alpha B - CRYAB), HspB6, HspB?7,
HspB8 und HspB9 (Crippa et al. 2010; Mainz et al. 2015; Quinlan und Ellis 2013; Ungelenk et
al. 2016). Mutationen bei diesen kleinen Proteinen kdénnen zu schwerwiegenden Folgen
fuhren. Besonders Mutationen in HspB1 und HspB5 stehen in Assoziation mit
Muskelschwachen. Im Fall einer Mutation von HspB8 zeigen sich neben Myopathien auch
Aggregate im Gewebe, sowie eine motorische Neuropathie. Es wird deutlich, welche
essenzielle Rolle HspB8 in der Proteostase ubernimmt (Adriaenssens et al. 2017; Carra et al.
2008; Haidar et al. 2019).

Ein weiteres konkretes Beispiel fiur die Aufgaben von HspB1 und HspB5 zeigt sich in den
Z-Scheiben der quergestreiften Muskulatur durch die Bindung an Titin. Hier unterstitzen
HspB1 und HspB5 unter Einfluss von mechanischer Belastung Titin in seiner Funktion. Sie
schutzen also Titin vor Aggregation oder einer verringerten Elastizitat, welche die Sarkomere
zerstoren wurde (Finka et al. 2016; Haslbeck und Vierling 2015; Kétter et al. 2014; Tanguay
und Hightower 2015).

1.4.2 Proteinfaltung als Problem

Um voll funktionsfahig zu sein, bedarf es wahrend der Synthese eines Proteins einiger Schritte.
So wird zuerst das Protein Uber die spezifische Aminosauresequenz bestimmt. Die volle
Funktion ist weiter von der raumlichen Anordnung, also der Faltung, des Proteins abhangig.
Die Konformation darf allerdings keinesfalls starr sein, sondern verlangt aufgrund potentiell
verschiedener Bindepartner eine gewisse Flexibilitit. Diese partiellen Anderungen, oder auch
Entfaltungen, fihren besonders unter negativem Stress, zu irreversibel entfalteten Proteinen,
fehlerhaft gefalteten Proteinen oder gar Aggregationen (Balchin et al. 2016; Hartl et al. 2011;
Minoia et al. 2014). Speziell das Auftreten von Aggregaten kann der Zelle Schaden zufligen.
Besonders kritisch sind Aggregate dann, wenn die Zelle nicht in der Lage ist die Aggregate
fachgerecht abzubauen. Das Protein TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) liegt
typischerweise im Nukleus vor. Hier dient es als RNA-bindendes Protein. Es ist also in splicing,
Transkription und Transport von RNA involviert. Auch ist TDP-43 essenziell fir die Bildung von
Myotuben beziehungsweise Sarkomeren, da die dafir nétige RNA von TDP-43 transportiert
wird. Unter mechanischer Belastung kommt es im Muskel zu einer Veranderung der
Lokalisation von TDP-43. Somit ist ein Anstieg von TDP-43 im Zytoplasma zu beobachten. Im
Zytoplasma kann ein verstarktes Vorkommen von TDP-43 ein Indikator flr einen Anstieg von
Aggregaten sein. Meist ist gerade der Muskel wahrend seiner Differenzierung in der Lage

diese Aggregate abzubauen. Sollte es der Zelle jedoch nicht mdglich sein, kommt es zu einem
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kritischen Akkumulieren von aggregierten Proteinen (Cutler et al. 2019; Guerrero et al. 2016;
Rambaran und Serpell 2008; Vogler et al. 2018).

Eine gestorte Proteostase kann zu einer Vielzahl an neurodegenerativen Erkrankungen
fuhren. Beispielsweise liegt ein Ungleichgewicht und eine Akkumulation von
Proteinaggregaten bei Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer oder auch Chorea Huntington
vor. Pathologisch zeigt sich hier gehauft eine Proteinopahtie. Allerdings spielt eine gestorte
Proteostase haufig auch eine Rolle bei Krankheitsbildern wie Diabetes Mellitus oder auch
Krebserkrankungen. Die Fahigkeit der Proteostase nimmt zusatzlich mit dem Alter ab. Somit
steigt im fortgeschrittenen Alter das Erkrankungsrisiko an zuvor genannten Krankheiten (Arndt
et al. 2010; Bhat et al. 2014; Choe et al. 2016; Gamerdinger et al. 2009; Ulbricht et al. 2013a).

1.5 Abbau-Systeme - Relevante Abbauwege zur Erhaltung der Proteostase

Es ist keinem Organismus mdglich ohne eine funktionsfahige Proteostase zu Uberleben, daher
spielen neben der Synthese neuer Proteine besonders der Abbau von entfalteten und
beschadigten Proteinen, sowie von Proteinaggregaten eine grofe Rolle. Fir den Abbau von
Proteinen gibt es unterschiedliche Optionen. Besonders die Autophagie mit ihren
unterschiedlichen Formen hat neben dem proteasomalem Abbau eine grofie Bedeutung. Die
Systeme zum Abbau, sowohl Autophagie wie auch der proteasomale Abbau, sollten jedoch
nicht nur mit der alleinigen Funktion des Abbaus fehlerhafter Proteine in Verbindung gebracht
werden. Der Abbau erfullt weitere essenzielle Funktionen, wie beispielsweise die Gewinnung
von Energie in Hungerperioden oder die Bereitstellung neuer Bausteine zur Neusynthese von
Proteinen (Gatica et al. 2018; Mizushima et al. 2008).

1.5.1 Proteasomaler Abbau

Ein potentieller Mechanismus um ein fehlerhaftes oder beschadigtes Protein abzubauen, ist
der Abbau Uber das zytosolische Proteasom. Das Proteasom besteht aus einer 20S-Einheit
mit katalytischer Proteaseaktivitat und zwei regulatorischen 19S-Untereinheiten. Es kommt
zuerst, vor dem endgultigen Abbau des Proteins, Uber mehrere enzymatische Reaktionen zum
Markieren des Proteins mittels Ubiquitin. Dabei wird durch Ubiquitin-Ligasen eine Kette aus
Ubiquitinen gekniipft. Die so entstandene Polyubiquitinkette wird von der 19S-Untereinheit
erkannt. Durch die Interaktion mit der 20S-Unterheinheit, welche proteolytisch aktiv ist, erfolgt
der Abbau des markierten Proteins. Dabei wird, vor Einbringen des abzubauenden Proteins in
die 20S-Untereinheit, die Ubiquitinkette abgebaut. Die Kette wird dabei in einzelne Ubiquitin
Moleklle zerlegt. Diese Ubiquitine werden nicht mitabgebaut, sondern kdnnen erneut
verwendet werde (Ji und Kwon 2017; Minoia et al. 2014; Tanaka 2009).
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Weiter besteht fir die 20S-Untereinheit auch die Option, unter vermehrtem Stress oder wenn
es zu einer Vielzahl an geschadigten Proteinen kommt, teilweise direkt Zielstrukturen

abzubauen (Ben-Nissan und Sharon 2014).

1.5.2 Autophagie

Ein weiterer Weg des Abbaus fehlerhafter Proteine ist die Autophagie. Ubersetzt aus dem
altgriechischem bedeutet Autophagie sich selbst verzehrend. Sie ist also nicht limitiert im
Abbau und kann, bis zum Zelltod, alle Strukturen, von beschadigten oder fehlerhaften
Proteinen bis hin zu voll funktionsfahigen Organellen, abbauen.

Die Autophagie wird haufig in drei verschieden Formen unterteilen. Meist wird in die
Makroautophagie, die Mikroautophagie und die CMA unterschieden. Die Makroautophagie ist
dabei die am besten erforschte der genannten Formen und bildet einen mehrstufigen Prozess
ab. Dabei wird das abzubauende Protein mit einer Membran umschlossen. Dies wird als die
Bildung des Phagophors bezeichnet. Das Phagophor bezeichnet eine wachsende
Lipiddoppelmembran welche im Folgenden zu einem Autophagosom heranwachst. Die
geschlossene Lipiddoppelmembran umschliel3t dabei alle Komponenten welche abgebaut
werden sollen. Durch das Verschmelzen des Autophagosoms mit einem Lysosom erfolgt die
Bildung des Autophagolysosoms. Das Autophagolysosom ist in der Lage, die umschlossenen
Proteine in ihre einzelnen Bestandteile zu zerlegen. Dies erfolgt mittels saurer Hydrolasen aus
dem Lysosom. Die Proteine kdnnen nach dem vollstdndigen Abbau erneut als Bausteine fur
die Synthese neuer Proteine dienen oder zur Energiegewinnung verwendet werden (Gatica et
al. 2018; Ravikumar et al. 2010).

Die Makroautophagie zeichnet sich, wie der Name bereits vermuten Iasst, dadurch aus, dass
auch verhaltnismalig grofde Strukturen und Proteine Uber diese Form eliminiert werden
kénnen. Fur kleinere Proteine kann beispielsweise die Mikroautophagie den Abbau
Ubernehmen. Dabei kommt es zur direkten Aufnahme des Proteins in das Lysosom. Hierflr
kann das Lysosom seine Membran einstilpen und die Aufnahme ermdglichen. Die CMA
zeichnet sich durch die Zusammenarbeit mit sogenannten Chaperonen, wie dem
Hitzeschockprotein 70 (Hsp70), aus. Die abzubauenden Proteine werden durch die
Chaperone wahrgenommen und zum Lysosom Uberfihrt. Der Abbau erfolgt auch bei diesem
Weg durch das Lysosom. Die Aufnahme ist rezeptorvermittelt und zur Entfaltung der
raumlichen Anordnung der Proteine werden Chaperone eingesetzt. Es kommt also bei der
CMA zu keiner Bildung von Autophagosomen (Behl 2011; Kaushik und Cuervo 2012; Kaur
und Debnath 2015; Luthold et al. 2020; Ravikumar et al. 2010; Ulbricht et al. 2013a).
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1.5.3 Chaperone beim Proteinabbau - Chaperon-assistierte selektive Autophagie
(CASA)

Eine spezielle Form der Makroautophagie stellt die Chaperon-assistierte selektive Autophagie
(CASA) dar. Diese zeichnet sich besonders durch den Gebrauch von Chaperonen und
Chochaperonen aus. Speziell in Muskel-, Immun- oder Nervenzellen tragt CASA einen
essenziellen Beitrag zum Erhalt der Proteostase bei. Durch den Einfluss von mechanischer
Belastung kann CASA aktiviert werden. Fiir den Abbau eines Proteins mittels CASA wird ein
spezifischer Komplex gebildet. Dieser formiert sich aus dem Cochaperon BCL2 associated
athanogene 3 (BAG3), dem Chaperon Hsp70 aus der Hsp70-Familie und dem kleinen
Hitzeschockprotein HspB8. Weiter bindet das Protein C-terminus of Hsp70-Interacting Protein
(CHIP) an dem Komplex. CHIP stellt eine chaperonassoziierte Ubiquitinligase dar. Diese kann
mittels Ubiquitin die abzubauenden Strukturen markieren. Der Komplex rekrutiert tber p62
(SQSTM1 — Sequestome-1) und die BAG3 vermittelte Interaktion mit Synaptopodin 2
(SYNPQOZ2) an der gebildeten Phagophorenmembran. Diese umschliel3t im folgenden Schritt,
der Bildung des Autophagosoms, den Komplex mitsamt dem abzubauenden Protein. Weiter
erfolgt, wie bei der Makroautophagie beschrieben, die Verschmelzung mit einem Lysosom,
sodass der Abbau der Proteine, sowie des BAG3-Komplexes erfolgen kann (Arndt et al. 2010;
Behl 2011; Minoia et al. 2014; Ulbricht et al. 2013a; Ulbricht et al. 2013b).

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Abbaus durch CASA.

Durch die Interaktion von BAG3 mit Hsp70 und CHIP formiert sich der CASA-Komplex. Das
abzubauende Protein wird durch HspB8 stabilisiert. Durch CHIP kommt es zur Ubiqutinierung
des Proteins. Weiter erfolgt die Rekrutierung tGber p62 an der Phagophorenmembran. Diese
bildet sich und umschliet dabei den Komplex. Durch die Fusion mit einem Lysosom kommt
es zum Abbau der Bestandteile innerhalb des sogenannten Autolysosoms. Abbildung
modifiziert nach Ulbricht et al. (2013a; 2015).
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Speziell im Muskelgewebe ist CASA von grolier Bedeutung. Dies wird deutlich durch die
Funktion von CASA in der quergestreiften Muskulatur. Wie bereits unter 1.3.2 beschrieben,
stellt Filamin eines der bekanntesten Proteine dar, welches durch CASA abgebaut wird.
Filamin lokalisiert in der quergestreiften Muskulatur an Aktinfilamenten. Dort fungiert es als
Quervernetzer des Aktins. Eine vergleichsweise ahnliche Lokalisation des CASA-Komplexes
kann man in glatten Muskelzellen feststellen. Hier wird der Komplex an Aktin-Stressfasern
rekrutiert. Sobald eine Spannung und somit mechanische Kraft durch die Zelle aufgebracht
wird, kommt es zum CASA-vermittelten Abbau. Defizite des Abbaus von Filamin durch CASA
aulern sich in der Stérung und Veradnderung der Muskelarchitektur (Arndt et al. 2010;
Mizushima und Sadoshima 2017; Ulbricht et al. 2013b).

1.6 BAG3 - Mechanisch regulierte Proteostase-Systeme
1.6.1 BAG3 Bindedomanen und Bindepartner

Wie zuvor dargestellt, spielt BAG3 eine essenzielle Rolle in der Proteostase. BAG3 gehdrt zu
den Cochaperonen und Ubernimmt, neben dem Abbau durch CASA, auch Aufgaben im
Bereich der Translation und Transkription. Somit stellt BAG3 ein multifunktionales Protein dar,
welches die Synthese von Proteinen beeinflussen kann und am Abbau dieser schlussendlich
involviert ist (Hohfeld et al. 2021; Klimek et al. 2017; Rosati et al. 2011).

Fir diese unterschiedlichsten Funktionen besitzt BAG3 verschiedene Doméanen, welche mit
spezifischen Funktionen und unterschiedlichen Bindepartnern in Verbindung gebracht werden
kdnnen. Uber die WW Domane kommt es zur Interaktion mit Bindepartnern, die ein PxxP Motiv
aufweisen. Als Beispiele seinen hier large tumor suppressor kinase 1 (LATS1) und large tumor
suppressor kinase 2 (LATS2), angiomotin-like protein 1 (AMOTL1) und angiomotin-like
protein 2 (AMOTL2) oder Hamartin (TSC1) genannt (Kathage et al. 2017; Klimek et al. 2019;
Sudol und Harvey 2010). Die WW-Doméane, an welcher prolinreiche Regionen binden kénnen,
ist fir die Bildung von Autophagosomen wichtig. SYNPO2 besitzt solch eine Region und ist
somit ein adaquater Bindepartner (Ulbricht et al. 2013a).

Weiter findet sich die namensgebende BAG-Doméne, diese ist fur die Bildung des CASA-
Komplexes unerlasslich. Uber die BAG-Doméane kommt es zur Interaktion mit der ATPase
Domane von Hsp70 (Arndt et al. 2010; Klimek et al. 2017).

Auch ein PxxP Motiv lasst sich finden. Dieses kann mit Dynein und somit mit dem
intrazelluldren Transportsystem der Zelle in Verbindung gebracht werden (Mizushima und
Sadoshima 2017). Mittels diesem Cargosystem lasst sich der Proteintransport oder auch das

Bewegen von Aggregaten innerhalb der Zelle bewaltigen.
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Weitere vorliegende Bindemotive sind IPV-Motive, welche kleine Hitzeschockproteine binden
kénnen. Neben HspB8 kénnen auch diverse andere kleine Hitzeschockproteine mit BAG3
interagieren (Arndt et al. 2010; Carra et al. 2008; Crippa et al. 2010).
Weiter liegen 14-3-3 Bindestellen mit RSQS-Motiven vor. Die 14-3-3 Proteinen spielen in einer
Vielzahl von Prozessen eine Rolle und kénnen zum Beispiel mit Proteinen interagieren, welche
direkt mTOR regulieren (Xu et al. 2013).
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Abbildung 6: Darstellung der BAG3 Bindedomanen und ausgewahlter Bindepartner.
Abbildung modifiziert nach Klimek et al. (2017).

1.6.2 BAG3 und seine mechanisch regulierten Phosphorylierungsstellen

Die Phosphorylierung oder Dephosphorylierung betrifft eine Vielzahl an Proteinen und stellt
eine bedeutende posttranslationale Modifikation dar. Haufig fihrt hier eine Anderung zu einer
Aktivierung oder Deaktivierung von beispielsweisen Enzymen, Rezeptoren, Signalkaskaden
und weiteren Prozessen (Walsh et al. 2005). Fehlerhafte Phosphorylierungsreaktionen sind
haufig mit schwerwiegenden Erkrankungen assoziiert (Ardito et al. 2017).

Unter dem Einfluss von mechanischer Belastung zeigt BAG3 eine verandere Phosphorylierung
unterschiedliche Positionen. Meist zeigt sich unter mechanischer Belastung eine
Dephosphorylierung von BAG3. Durch verschiedene Arbeiten konnten so bereits einige
kraftregulierte Phosphorylierungsstellen sowohl im humanen Muskel, als auch in
Mausmyotuben spezifisch nachgewiesen werden. Die Arbeiten von Hoffman et al. (2015)
konnten in humanen Muskelproben verschiedene, durch mechanische Belastung, beeinflusste
Phosphorylierungsstellen zeigen. Durch Reimann et al. (2017) konnten weitere Analysen
mechanisch regulierten Phosphorylierungsstelen in BAG3 in Mausmyotuben zeigen. Dabei
konnte der Phosphorylierungsstatus mit dem Widerstand gegeniiber mechanischem Stress in
Verbindung und somit ein Schutzmechanimus gezeigt werden. (Hoffman et al. 2015; Reimann
et al. 2017)
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P5TT
Abbildung 7: Mechanische regulierte Phosphorylierungsstellen von BAG3.
Abbildungen maodifiziert nach Hoffman et al. (2015) und Reimann et al. (2017).
Tabelle 1: Mechanisch regulierte Phosphorylierungsstellen von BAG3.
Maus Myotuben Veranderung durch humaner Muskel Veranderung durch
Position Elektropulsstimulation Position mechanische Belastung
S138 Dephosphorylierung S136
S179 Dephosphorylierung
S195 Phosphorylierung
S270 Dephosphorylierung S264 Dephosphorylierung
S274 Dephosphorylierung
S275 Dephosphorylierung
S285 Dephosphorylierung S279 Dephosphorylierung
T291 Dephosphorylierung T285 Dephosphorylierung
S289 Dephosphorylierung
S297 Dephosphorylierung
S380 Dephosphorylierung
S390 Dephosphorylierung
S404 Dephosphorylierung

Dephosphorylierung: Reguliert nach unten
Phosphorylierung: Reguliert nach oben

1.6.3 BAGS3 in der Transkription und Translation

Uber die WW-Domane kénnen Proteine mit prolinreichen Motiven an BAG3 binden. So ist es
moglich, dass BAG3 TSC1 mit seinem PY-Motiv bindet. TSC1 liegt im sogenannten
TSC Komplex, zusammen mit Tuberin (TSC2), vor. Dieser Komplex beeinflusst mTOR
Komplex 1 (mTORC1) wie auch mTOR Komplex 2 (mTORC2). mTOR ist eine Kinase und

Bestandteil der beiden mTORC Komplexe. Liegt mTORC1 aktiviert vor, so kommt es zu
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verschieden anabolischen Prozessen. Beispielsweise wird die Translation stimuliert und
gleichzeitig der Abbau durch die Autophagie inhibiert. Der TSC-Komplex ist in der Lage
mTORC1 zu inhibieren. Dies wuirde, ebenfalls wie Hunger, zur Folge haben, dass die
Translation inhibiert und zeitgleich die Autophagie gesteigert wird (Quy et al. 2013; You et al.
2015). BAG3 ist, wie erwahnt in der Lage TSC1 zu binden. Somit wird der TSC-Komplex
aufgrund von BAG3 an Aktinfilamenten oder Aktinstressfasern rekrutiert. Hier kommt es
aufgrund der Funktion des TSC-Komplexes zur lokalen Inhibition von mTORC1 und somit zur
gesteigerten Autophagie. Durch die BAG3-vermittelte Lokalisation wird so der Abbau von
mechanisch entfaltetem Filamin, welches als Aktinquervernetzer fungiert, induziert. Durch die
autophagische Prozessierung mittels CASA wird neben Filamin und dem CASA-Komplex auch
der TSC-Komplex abgebaut. Gleichzeitig, da die gesteigerte autophagische Funktion lokal
begrenzt ist, kommt es nicht mehr zur Inhibition von mTORC1. Die mTORCH1 Inhibitoren liegen
verringert vor und mTORC1 kann so die Translation stimulieren (Dikic 2017; Goodman 2014;
Jacobs et al. 2014; Kathage et al. 2017).

Exttazelluldre Matrix

Filamin

Abbildung 8: Interaktion von TSC1 mit BAG3.

Durch die Interaktion der WW Doméane von BAG3 mit dem PPPY Motiv von TSC1 kommt es
zur Inhibition von mTORC1. Da BAG3 an Aktin loklaisiert ist, um dort mechanisch entfaltetes
Filamin abzubauen, kommt es dort aufgrund der Hemmung von mTORC1 zur Autophagie.
Gleichzeitig kommt es im Zytoplasma zur Translation von Filamin, da dort keine lokale
Inaktivierung von mTORC1 stattfindet. Abbildung modifiziert nach Kathage et al. (2017).




Lokalisation des mechanisch regulierten Cochaperons BAG3 und ausgewahlter Bindepartner in

Muskelzellen

Weiter kann BAG3 Uber seine WW-Domane zur verstarkten Transkription von Filamin
beitragen. Hierfiir wird der Hippo-Signalweg, welcher fiir die Regulation von Proliferation und
Wachstum bekannt ist, beeinflusst. Die Kinasen LATS1 und LATS2 weisen wie auch AMOTL1
und AMOTL2 ein PY-Motiv auf. Dieses kann mit WW-Doméanen, wie sie BAG3 besitzt,
interagieren. Im Zytoplasma findet man an LATS1 und LATS2 wie auch an AMOTL1 und
AMOTL2 die Transkriptionsfaktoren  Yes-associated protein 1 (YAP) und
WW-domain-containing transcription regulator 1 (TAZ) gebunden vor. YAP und TAZ weisen
ebenfalls eine WW Domane auf und werden durch die Bindung an LATS1 und LATS2 bzw.
AMOTL1 und AMOTL2 am Transport in den Nukleus gehindert. BAG3 ist in der Lage, LATS1
und LATS2 ebenso wie AMOTL1 und AMOTL2 zu binden. Somit kann YAP und TAZ in den
Nukleus gelangen und die Transkription induzieren. Ein spezielles Zielgen, welches von YAP
und TAZ transkriptionell reguliert wird, ist Filamin. Somit fihrt eine BAG3-vermittelte
Aktivierung von YAP und TAZ zu einer verstarkten Transkription von Filamin (Dupont et al.
2011; Klimek et al. 2019; Kathage et al. 2017; Sudol und Harvey 2010; Yu und Guan 2013).
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Abbildung 9: BAG3-vermittelte Transkription von Filamin.

BAG3 ist aufgrund der WW Domane in der Lage die beiden Transkriptionsfaktoren YAP und
TAZ zu aktivieren. Die beiden Transkriptionsfaktoren weisen beide eine WW Domane auf. Im
Zytoplasma liegen YAP und TAZ gebunden an LATS1 und LATS2 sowie an AMOTL1 und
AMOTL2 vor. Aufgrund dessen ist es YAP und TAZ nicht moglich in den Nukleus zu migrieren.
Aufgrund der WW Doméane kann BAG3 LATS1 und LATS2 wie auch AMOTL1 und AMOTL2
binden und dadurch YAP und TAZ freisetzen. Somit ist es YAP und TAZ mdglich, die
Lokalisation zu andern und im Zellkern die Transkription zu Zielgenen zu aktivieren. Eines

dieser Zielgene ist das Filamin. Abbildung modifiziert nach Kathage et al. (2017).
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1.6.4 BAGS3 in der Autophagie

Unter mechanischer Belastung kommt es in Muskelzellen zur Entfaltung von Filamin. Ist es
nicht moéglich, die Entfaltung rickgangig zu machen, kommt es zum Abbau durch CASA. Hier
zeigt sich eine weitere Funktion von BAG3. Der CASA-Komplex wird durch die Interaktion von
BAGS3 Uber seine BAG-Domane mit Hsp70 und Uber IPV-Motive mit HspB8 Dimeren gebildet.
Es kommt zur Anlagerung der Ubiquitinligase CHIP wodurch das abzubauende
chaperongebundene Filamin, mit Ubiquitin markiert wird. Folgend kann p62 binden und so den
gesamten Komplex einschliel3lich des Filamins an der Phagophorenmembran rekrutieren. Zur
gleichen Zeit kommt es zu einer Interaktion zwischen BAG3 und SYNPO2. Hierdurch wird die
Phagophorenfusion vermittelt und anschlieBend das Verschmelzen des Autophagosom mit
einem Lysosom induziert, sodass die CASA-Maschinerie mitsamt des Filamins abgebaut
werden kann. Dreh- und Angelpunkt des Abbaus von mechanisch entfaltetem Filamin ist somit
BAG3. Aufgrund seiner vielen Bindestellen und Bindepartner ist der komplexe Ablauf der
CASA von BAG3 abhéangig (Arndt et al. 2010; Fuchs et al. 2015; Gamerdinger et al. 2011b;
Ganassi et al. 2016; Judge et al. 2017; Mizushima und Sadoshima 2017; Rauch et al. 2017;
Ulbricht et al. 2013a; Ulbricht et al. 2015).

Filamin

Phagophor

Abbildung 10: BAG3 im CASA-Komplex vermittelt den Abbau von Filamin.

BAGS3 interagiert mit HspB8 und Hsp70. Zusatzlich wird der Komplex durch die E2 Ligase
CHIP ergénzt und es kann zur Ubiqutinierung von Zielproteinen wie Filamin kommen. Uber
die WW Domane interagiert BAG3 mit SYNPO2. Durch p62 kommt es zur Rekrutierung an der
Phagophorenmembran. Uber SYNPO2 wird die Phagophorenfusion vermittelt. AnschlieRend
kommt es zu einem verschmelzen des gebildeten Autophagosoms mit einem Lysosom und es

erfolgt der Abbau des Komplexes. Abbildung modifiziert nach Kathage et al. (2017).
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1.6.5 Kilinisch relevante Mutationen und Defizite

Von einer klinisch relevanten Mutation im BAG3-Gen wurde erstmals 2009 berichtet. Bei
dieser heterozygoten Mutation komme an Stelle 209 statt der eigentlichen Aminosaure Prolin
die Aminosaure Leucin vor. Mit dieser Mutation ist eine Muskelschwache, Kardiomyopathie
sowie Ateminsuffizienz assoziiert. Diese Symptome treten bereits im Kindesalter auf und sind
letzten Endes letal (Selcen et al. 2009). Auch weitere klinische relevante Mutationen zeigen
ein spezifisches Bild. Meist wird von Myopathien und Dystrophien der gesamten Muskulatur
berichtet. Besonders dramatisch &uflert sich dies bei den lebensnotwendigen Muskeln wie
dem Herzen. Aufgrund der Funktion von BAG3 zeigt sich, warum ein Fehler oder gar das
Fehlen von BAG3 einen, fir den Organismus; letalen Zustand beschreibt (Arimura et al. 2011;
Arndt et al. 2010; Claeys und Fardeau 2013; Fang et al. 2017; Homma et al. 2006). Auch
weitere Proteine werden beeinflusst. Vor allem Proteine, welche fir die Bildung und
Aufrechterhaltung der Sarkomere verantwortlich sind, werden hier in Mitleidenschaft gezogen

(Homma et al. 2006; Kostera-Pruszczyk et al. 2015; Meister-Broekema et al. 2018).

1.6.6 Filamin als direkte Zielstruktur von BAG3

Besonders in Muskelzellen ist Filamin, wie zuvor beschrieben, von gro3er Bedeutung. Im
Speziellen in der quergestreiften Muskulatur ist Filamin als Aktin bindendes Protein bekannt.
Mit seiner Gréfle von rund 250 kDa liegt Filamin als homodimerer Komplex vor. Lokalisiert ist
es hier an den Z-Scheiben und dient der Quervernetzung des Aktins. Unter mechanischem
Stress wird Filamin entfalten. Diese Entfaltung wird von BAG3 und der CASA Maschinerie
erkannt und fuhrt zum Abbau des Proteins. Dabei wird, aufgrund der mechanischen Entfaltung,
die I|g Doméane 19-21 frei, woran der BAG3-Komplex binden kann. Gleichzeitig wird Uber die
zuvor beschriebenen Signalwege die Transkription und Translation von Filamin induziert. Dies
macht deutlich, dass die Filaminhomoostase direkt mit der Funktion von BAG3 verkniipft ist.
So sind besonders unter Einfluss von mechanischem Stress beide Proteine fur eine
Aufrechterhaltung der Proteostase unerlasslich (Arndt et al. 2010; Klimek et al. 2017; Ulbricht
et al. 2013a; Varlet et al. 2017).

Auch bei Mutationen oder gar dem Fehlen von Filamin zeigen sich schwerwiegende
Einschnitte in die Funktionsfahigkeit der Zelle und letzten Endes des Organismus. Aggregate
von Filamin in Herz- und Skelettmuskel weisen haufig auf eine fehlerhafte Autophagie hin.
Auch kommt es zu pathologischen Veranderungen der Muskelstruktur und somit wie auch bei
BAG3 Defiziten zu Muskeldystrophien oder Myopathien (Arimura et al. 2011; Ehrlicher et al.
2011; Kostera-Pruszczyk et al. 2015; Linnemann et al. 2010; Martin et al. 2021; Ruparelia et
al. 2016; Ulbricht et al. 2015).
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1.7 Zielsetzung

Aufgrund der verschiedenen Interaktionen, die BAG3 in Muskelzellen vermitteln kann, sollen
weitere Erkenntnisse Uber den Einfluss des Phosphorylierungszustandes generiert werden.
Dabei soll besonders die Lokalisation an Aktinstressfasern unter Phosphorylierung oder
Desphosphorylierung in  Glattmuskelzellen  untersucht werden. Ergebnisse aus
vorangegangenen Arbeiten konnten bereits den Einfluss des Phosphorylierungszustands von
BAG3 auf die CASA Aktivitat oder die Interaktion mit HspB8 zeigen. Auch der Einfluss von
BAG3 auf die Translation tber mTORC1 soll weiter untersucht werden. Dabei soll geklart
werden, ob eine Abhangigkeit von der Kraft-regulierten Dephosphorylierung von BAG3
besteht.

Zudem soll in quergestreiften Muskelzellen mittels Elektropulsstimulation eine mechanische
Belastung erzeugt werden und die Lokalisation von BAG3-Interaktionspartnern weiter
analysiert werden. Von besonderer Relevanz ist hier die Entstehung von Lasionen, da hier
mechanisch entfaltetes Filamin anfallt, welches mittels CASA abgebaut werden muss. Anhand
der Untersuchungen der Proteine von Interesse innerhalb der Lasionen sollen Rickschlisse
auf die CASA Aktivitat oder weitere Mechanismen zum Abbau und der Reparatur von Filamin
moglich sein. Zusatzlich soll ein Zusammenhang der akuten mechanischen Belastung in
Abhangigkeit der Intensitat untersucht werden. Hierflr soll nach verschieden intensiven
Behandlungen die Akkumulation eines Proteins innerhalb der Lasionen betrachtet werden.
Neben den Auswirkungen der akuten mechanischen Belastung soll der Einfluss der
Prastimulation auf die Entstehung der Lasionen in Myotuben untersucht werden. Als
Prastimulation soll ein gleichbleibender, sehr geringer mechanischer Reiz auf die Zellen
einwirken, um eine mdgliche Adaption der Zellen zu zeigen. Abschliel3end soll ein erster
Eindruck gewonnen werden, ob es unter akutem mechanischem Stress verstarkt zur Bildung
von Aggregaten kommt und ob eine Adaption aufgrund der Prastimulation der Myotuben einen

Einfluss zeigen kann.
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2 Methoden und Materialien

21 Methoden
21.1 Methoden im Umgang mit Escherichia coli-Bakterien
2.1.1.1 Kultivierung von E. coli-Bakterien

In Tabelle 2 ist die Zusammensetzung des LB-Mediums sowie der LB-Agarplatten dargestellt.
Die gebrauchsfertigen Lésungen wurden stets vor Verwendung autoklaviert. Die verwendeten
E. coli Stdmme TG-1 und XL-1 Blue wurden zur Amplifikation von Plasmiden herangezogen.
Zum Animpfen von Flussigkulturen wurden einzelne Klone einer zuvor auf Agarplatten
ausplattierten Kultur, Glycerolstocks oder vorgeschalteten kleine Flussigkulturen verwendet.
Die Bakterien wurden in LB-Medium unter Zugabe eines Selektionsantibiotikums bis zu einer
ODsggo von 0,3 bei 37 °C und 200 rpm kultiviert.

Tabelle 2 Zusammensetzung von LB-Medium und LB-Agar
LB-Medium LB-Agar

(+/-Selektionsantibiotikum)  (+Selektionsantibiotikum)

1 % BactoTrypton 1 % BactoTrypton
0,5 % Bacto-Hefeextrakt 0,5 % Bacto-Hefeextrakt
0,5 % NaCl 0,5 % NaCl
1,5 % Bacto-Agar
pH 7,5 pH 7,5
Antibiotikum 1:1000 Antibiotikum 1:1000

(Kanamycin 50 mg/ml, (Kanamycin 50 mg/ml,

Ampicillin 200 mg/ml) Ampicillin 200 mg/ml)

2.1.1.2 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Bakterien

Um Plasmide einfach und effektiv in Bakterien zu transformieren, mussten diese eine
Kompetenz erlangen. Hierfiir wurden zweiwertige Kationen (Mg?* und Ca?*) verwendet. Zu
Beginn wurde eine 2 ml Flussigkultur des gewunschten E. coli Stammes Uber Nacht bei 37 °C
und 200 rpm herangezogen. Von dieser Kultur wurden am darauffolgenden Tag 500 ul zu
100 ml LB-Medium gegeben. Diese wurden bis zum Erreichen der exponentiellen
Wachstumsphase, was einer ODegoo von 0,3 entspricht, kultiviert. AnschlieRend erfolgte eine

zehnminutige Inkubation auf Eis. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Die
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Bakteriensuspension wurde fiir 10 min bei 4 °C und 3000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Mittels 10 ml einer 0,1 M MgCl>-Lésung konnte das Pellet resuspendiert werden.
Im Folgenden wurde die Zentrifugation wiederholt und der Uberstand erneut verworfen.
AnschlieRend wurde das Pellet in 20 ml einer 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert und flr
20 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugieren und dem Verwerfen des
Uberstandes wurden die Bakterien in einer 0,1 M CaClx-Lésung unter Zusatz von 15 %

Glycerin aufgenommen, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.1.1.3 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Bakterien

Die chemisch kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Zu diesen wurde je nach
Ausgangsmaterial 1 ug DNA der Plasmidpraparationen, oder 0,5ug DNA des
Ligationsansatzes gegeben. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis erfolgte der
Hitzeschock. Durch diesen soll die Aufnahme in das Bakterium erleichtert werden. Hierfir
wurden die Ansatze flr 1 min in einem 42 °C warmen Wasserbad erhitzt. AnschlieRend wurde
1 ml LB-Medium zugegeben und die Kultur fir 1 h bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Durch
das folgende Zentrifugieren wurden die Bakterien sedimentiert und der Uberstand konnte
verworfen werden. Mit dem Ruckfluss wurde das Pellet resuspendiert und anschlielend
mittels sterilem Drigalski-Spatel ausgestrichen. Das Ausstreichen erfolgte auf Agarplatten,
welche mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum versetzt waren. Die Platten wurden
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.1.2 Molekularbiologische Methoden
2.1.2.1 Plasmidpréaparation aus E. coli-Bakterien

Um amplifizierte Plasmide aufzureinigen, wurde fiir kleine Kulturen (Volumina bis 5 ml) das
NucleoSpin® Plasmid Kit und fir groRere Ansatze (Volumina bis 500 ml) das
NucleoBond® Xtra Maxi Kit der Firma Macherey-Nagel eingesetzt. Alle Praparationen

erfolgten nach den Angaben und Protokollen des Herstellers.

2.1.2.2 Polymerasekettenreaktion

Die Technik der Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation klonierter
Gensequenzen. Zu Beginn eines Zyklus erfolgt die Auftrennung der DNA-Strange. Aufgrund
dessen kommt es zur Anlagerung der spezifischen Primer an den entsprechenden Enden des
zu amplifizierenden Abschnitts. Danach erfolgt die Amplifikation mittels KOD Hot Start
Polymerase. So kommt es durch das Wiederholen der Zyklen zu einer exponentiellen

Vervielfaltigung einer definierten Gensequenz. Die KOD Hot Start Polymerase arbeitet
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verhaltnismaRig schnell mit 2000 Nukleotiden/min und besitzt weiter eine 3‘-5°
Proofreading-Funktion. Der jeweils zu amplifizierende Ansatz wurde nach dem in Tabelle 3

dargestellten Schema zusammengesetzt.

Tabelle 3 Zusammensetzung der Reagenzien flur die PCR

Template DNA 1 Mg
10 mM dNTPs 1l
10 pmol sense Primer 1l
10 pmol antisense Primer 1l
KOD-DNA Polymerase Puffer/ 5l
KOD-DNA Polymerase 1 ul
H.0 X Ml
Gesamtvolumen 50 ul

AnschlieRend wurde am Thermocycler das entsprechende PCR-Protokoll (Tabelle 4)

gestartet.

Tabelle 4 PCR-Protokoll

Temperatur Zeit
[°C] [min]

Initiale 95 2
Denaturierung
Denaturierung 95 0,3
Annealing Tm-5 0,16
Elongation 70 0,25/kb
Finale Elongation 70 10
Zyklen 40

AbschlieRend wurde die PCR mittels NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit von
Macherey-Nagel nach Herstellerprotokoll aufgereinigt und der Gehalt sowie die Reinheit am

NanoDrop bestimmt.
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2.1.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Fir eine Auftrennung anhand der GréRe von DNA-Fragmenten wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese verwendet. Hierbei werden die negativ geladenen DNA-Fragmente durch
elektropoetische Auftrennung separiert. Kleine DNA-Fragmente kénnen somit die Maschen
des Gels schneller durchlaufen als groRe DNA-Fragmente. Hier wurde 1 % Agarose in
TAE-Puffer aufgekocht und mit 1 pl SYBR® Safe DNA gel stain von Invitrogen™ versetzt.
Dieser Farbstoff besitzt die Eigenschaft, in die DNA zu interkalieren und bei Anregung mit
UV-Licht ein rot-orangenes Signal zu emittieren. Die Auftrennung erfolgte bei 75 mA. Als
GroRenstandard diente der GeneRuler™ DNA Ladder Mix von Thermo Scientific. So konnten
die Plasmide vor einer Sequenzierung bereits einmal in ihrer Grofle und auf Vollstandigkeit
gepruft werden. Daflir wurden die Plasmide an definierten Stellen mittels Restriktionsenzymen

verdaut und anschliefdend auf das Gel aufgetragen.

2.1.2.4 Sequenzierung der Plasmide

Fir eine Kontrolle der klonierten oder auch der amplifizierten Plasmide wurde eine
Sequenzierung definierter und essenzieller Abschnitte durchgefiihrt. Diese erfolgte anhand
des Sanger-Sequenzierungsprinzips durch einen externen Dienstleister. Hierfir wurden die
Proben mit einem Gehalt von 50-100 ug/pl in einem Volumen von 20 pl dem Dienstleister zur

Verflgung gestellt.

2.1.3 Methoden im Umgang mit eukaryotischen Zellen

Alle Arbeiten zur Kultivierung und Transfektion von eukaryotischen Zellen erfolgten stets unter
sterilen Bedingungen. Ebenfalls wurden alle Medien und Losungen vor Verwendung auf 37 °C
vorgewarmt. Die verwendete phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) sowie die
Trypsin/EDTA-L6sung wurde fir alle verwendeten Zelllinien in gleicher Zusammensetzung

verwendet.

Tabelle 5 Zusammensetzung des verwendeten PBS
PBS
0,137 M NaCl
2,7 mM KClI
8 mM NazxHPO4
1,4 mM KH2POg4
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2.1.3.1 Kultivierung von A7r5-Zellen

A7r5 (Glattmuskelzellen aus der Aorta der Ratte) wurden als adharentes Monolayer bei 37 °C
und 5 % CO- auf 10 cm Zellkulturschalen kultiviert. Bei einer Konfluenz von 70-80 % erfolgte
die Subkultivierung der Zellen. Hierfur wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieRend fur drei Minuten mit 1 ml 0,05 % Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert. So wurden die
Zell-Zell-Kontakte geldst und extrazellulare Proteine gespalten. Aufgrund der Reaktion |6sten
sich die Zellen von der Schale. Sobald die Zellen abgeldst und vereinzelt waren, wurde die
Reaktion mit vorgewarmten FCS-haltigem Medium gestoppt und in ein
Zentrifugationsrohrchen Gberfuhrt. Nach dem Zentrifugieren bei 2000 rpm fur 3 min wurde der
Uberstand, welcher die Trypsin/EDTA-Ldsung enthélt verworfen und das Pellet in frischem
Kultivierungsmedium resuspendiert. A7r5 Zellen wurden alle 3 Tage im Verhaltnis 1:3

subkultiviert und auf 10 cm Schalen weiter kultiviert.

Tabelle 6 Zusammensetzung des Kulturmediums fir A7r5
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(+ 1g/L D-Glukose Pyruvat,
- L-Glutamin, - Phenolrot)
10 % FCS
100 IU/ml Penicillin
100 IU/ml Streptomycin
4 mM L-Glutamin

2.1.3.2 Kultivierung von A7r5 auf Fibronektin

Zur Veranderung der Adhasion und somit zur Induktion von selbstgenerierten mechanischen
Kraften der Zellen kann Fibronektin eingesetzt werden. Hierfir wurden Deckglaser mit einer
Lésung aus Fibronektin und PBS (50 pg/ml) fir 2 h bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert.
AnschlieBen wurde die Lésung abgenommen und die Zellen darauf umgesetzt. Die
Kultivierung (siehe 2.1.3.1) sowie anschlielende Fixierung (siehe 2.1.4.1) und Farbung (siehe

2.1.4.2) erfolgten nach Standardbedingungen.
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2.1.3.3 Kultivierung von C2-Zellen

Eine weitere etablierte Zelllinie stellen C2 Zellen dar. C2 Zellen sind Myoblasten aus der Maus,
welche die Fahigkeit besitzen unter definierten Bedingungen zu Myotuben zu differenzieren.
Kultiviert wurden die Zellen mit Proliferationsmedium bei 37 °C und 5 % CO. bis zu einer
Konfluenz von ca. 70-80 %. AnschlieRend erfolgte eine Subkultivierung oder aber die
Differenzierung der Zellen. Subkultiviert wurden C2 Zellen unter Standardbedingungen im
Verhéltnis 1:10-1:12. Auch hier liegen die Zellen als adharenter Monolayer vor und wurden
mittels PBS einmalig gewaschen. Anschlielend wurden die C2 Zellen fur 2 min mit
Trypsin/EDTA-LOsung inkubiert. Die Reaktion wurde auch bei den C2 Zellen mit
serumhaltigem Medium gestoppt und die Zellen folgend zentrifugiert (2000 rpm; 3 min) und

mit frischem Proliferationsmedium weiter auf 10 cm Kulturschalen kultiviert.

Tabelle 7 Zusammensetzung des Proliferationsmediums fiir C2
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(+4,5 g/L Glukose, -L-Glutamin,
Pyruvat)
15 % FCS
100 IU/ml Penicillin
100 IU/ml Streptomycin
2 % Natrium-Pyruvat

1 % nicht essenzielle Aminosauren

(NEAA)

2.1.3.4 Differenzierung von C2 Zellen

Die Differenzierung wird zum einen durch den Zell-Zell-Kontakt der C2 Zellen selbst und zum
anderen durch Zugabe des serumreduzierten Differenzierungsmedium induziert. Hierflr
wurde an do das Proliferationsmedium komplett von den Zellen abgenommen und durch
Differenzierungsmedium ersetzt. Alle zwei Tage wurde ein Wechsel des Mediums
durchgefuhrt und die Zellen bis ds kultiviert. Ab diesem Zeitpunkt war die Differenzierung
soweit fortgeschritten, sodass spontane Kontraktionen der Zellen unter dem Mikroskop

beobachtet werden konnten.
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Tabelle 8 Zusammensetzung des Differenzierungsmediums flir C2
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(+4,5 g/L Glukose, -L-Glutamin,

Pyruvat)

2 % Pferde-Serum

100 IU/ml Penicillin

100 IU/ml Streptomycin
2 % Natrium-Pyruvat
1 % nicht essenzielle Aminosauren

(NEAA)

2.1.3.5 Transfektion von A7r5 mittels JetPRIME®

Fur die Uberexpression der Proteine von Interesse wurden A7r5 Zellen mithilfe von
JetPRIME® (Polyplus Transfection™) transient transfiziert. Hierftir wurde fir A7r5 Zellen nach
Herstellerprotokoll verfahren und bei einer Konfluenz von rund 60 % transfiziert. Da jedoch
A7r5 Zellen eine verhaltnismafig grolde Flache bei einer geringen Zellzahl zeigen, wurden die
Angaben der Reagenzien, wie fir 6 well Platten vorgesehen, auf 10 cm Zellkulturschalen
verwendet. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass das Herstellerprotokoll fur die die Flache
einer 10 cm Schale eine hdhere Zellzahl annimmt. Somit wurde in der Regel dem Medium der
Zellen 2 yg DNA, 4 pyl JetPRIME® und 200 pl JetPRIME® Puffer fir 16 h zugesetzt.
Anschlielend erfolgte ein Medienwechsel. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion fur die

Experimente verwendet.

2.1.3.6 Behandlung von A7r5 Zellen mit Lysophosphatidinsaure

Zur Induktion von Aktinstressfasern in A7r5 Zellen kann Lysophosphatidsaure (LPA)
herangezogen werden. Hierflir wurden die konfluenten Zellen fir 15 min mit LPA (10 pM)
inkubiert. Da LPA in H20 gel6st war, konnte die Substanz zur Behandlung direkt ins Medium
der Zellen gegeben werden. Anschlieiend erfolgte direkt die Fixierung (siehe 2.1.4.1) der

Zellen.

2.1.3.7 Elektropulsstimulation von differenzierten Myotuben

Um Zellen mittels Elektropulsstimulation (EPS) behandeln zu kénnen war es nétig, diese
entweder in 6 well Platten oder 3,5 cm Zellkulturschalen zu kultivieren. Aufgrund der Form der

Elektrode, welche exakt die Ausmalie einer 6 well Platte vorgibt, konnte nur in diesem Format
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eine Stimulation der Zellen erfolgen. Die Stimulation erfolgte standardgemal an ds der
Differenzierung der C2 Zellen. Zu diesem Zeitpunkt konnte auch mikroskopisch die erfolgte
Differenzierung, also die Ausbildung von kontrahierenden Myotuben festgestellt werden.
Zusatzlich wurde Medium in die Schalen gegeben, sodass die Kontakte der Elektrode sich in
Flussigkeit befanden und der Stromkreis stehts geschlossen vorlag.

Es erfolgte die Stimulation nach etablierten Protokollen (siehe Tabelle 9). Hierflir wurden die
C2 Zellen mit der Elektrode versetzt und fir den gewlnschten Zeitraum bei 37 °C und 5 %
CO2 behandelt. Zur Kontrolle einer erfolgreichen Stimulation wurde die Kontraktion der

Myotuben unter dem Lichtmikroskop regelmafig kontrolliert.

Tabelle 9 EPS Protokolle

Prastimulation mild twitch damage
3h
Dauer 16 h 3h 3h 5h
10 V;10 ms
Sequenz 10 V; 4 ms 10 V; 4 ms 10 V; 10 ms 12 :'ZP;“JSZS
0,5Hz 0,5 Hz 1Hz 5 Hz fiir 5
5 s Pause

2.1.4 Biochemische Methoden
2.1.4.1 Fixieren von Zellen mit PFA oder Methanol/Aceton

Um die Zellen fixieren zu kdnnen, mussten diese vorerst einmalig mit Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS) gewaschen werden, um alle Rickstande des Mediums und Serums komplett
zu entfernen. Anschliellend wurde mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) /PBS mit 0,25 %
Ziegenserum (nGS) fixiert. Um diesen Vorgang bestmoglich zu unterstitzen, erfolgte das
Fixieren fur 20 min bei 37 °C und 5 % CO.. Nach der Inkubation erfolgte das Farben der
Zellen (siehe 2.1.4.2).

Eine weitere Moglichkeit Zellen zu fixieren stellt Methanol/Aceton dar. Fur diese Methode
wurde eine Lésung aus Methanol und Aceton (1:1) auf -20 °C vorgekihlt. AnschlieRend wurde
auf die mit PBS gewaschenen Zellen 1 ml pro 6 well oder 3,5 cm Schale Methanol/Aceton
Losung gegeben und fiir 2 min bei -20 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen um
alle Ruckstande der Fixierlosung zu entfernen und es konnte mit dem Farben (siehe 2.1.4.2)

fortgefahren werden.
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2.1.4.2Farben von fixierten Zellen

Nach einmaligem Waschen mit PBS wurde, sofern mit PFA fixiert wurde, fir 1 min mit
Tris-buffered saline with Tween20 (TBST) die Zellmembran permeabilisiert. Um die
Eigenfluoreszenz des PFAs zu unterdricken, erfolgte eine zehnminutige Inkubation mit
Ammoniumchlorid (NH4Cl). Dieser Schritt ist bei einer Fixierung mit Methanol/Aceton hinfallig.
Um Rickstande wieder ganzlich zu entfernen, wurde dreimal mit TBST gewaschen, wobei im
letzten Schritt das TBST fir 10 min auf den Zellen verblieben war. Anschlieend wurde Uber
Nacht mit 10 % nGS/TBST blockiert. Folgend wurde die Blockierlésung abgenommen und
durch den primaren Antikdrper ersetzt. Dieser wurde ebenfalls in 10 % nGS/TBST angesetzt.
Unter Standardbedingungen wurde der Erstantikérper Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Alternativ
konnte eine Inkubation von 2 h bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt werden. Anschlielend
erfolgte ein dreimaliges Waschen mit TBST. Auch hier wurde beim letzten Waschschritt das
TBST 10 min auf den Zellen gelassen. Der sekundare Antikdrper wurde folgend wieder in
10 % nGS/TBST angesetzt und fur 2 h bei RT auf die Zellen gegeben. Nach der Inkubation
wurde erneut mit TBST gewaschen, wobei im letzten der drei Waschschritte wieder 10 min
inkubiert wurde. Anschlieliend wurde die Flussigkeit komplett abgenommen. Bei den 3,5 cm
Schalchen wurde der Rand der Schalen entfernt, sodass nur der mit Zellen bedeckte Boden
verblieb. Dieser wurde mit 80 yl Fluoromount-G versetzt und anschlieBend ein 30 mm
Deckglas aufgelegt. Die eingedeckelten Proben wurden tber Nacht mit 2 ml H,O beschwert
und anschlieRend mithilfe von Nagellack auf einem Obijekttrager fixiert. Bei Zellen, welche
direkt auf Deckglasern kultiviert wurden, konnte das Deckglas direkt auf einem Objekttrager
eingedeckelt werden. Hierfur wurde die Menge an Fluoromount-G entsprechend verringert.

Die Proben konnten nun mittels Laser-Scanning-Mikroskop (LSM510) oder Zeiss Cell

Observer SD spinning disk mikroskopiert werden.

2.1.5 Statistische Analysen

Fur die statistische Analyse der Mikroskopiedaten wurden alle Experimente n=5 durchgefihrt.
AnschlieRend wurden konfokale Aufnahmen an den Mikroskopen (LSM510, Zeiss Cell
Observer SD spinning disk) generiert. Anhand dieser Aufnahmen wurden zufallig zwischen 30
und 50 Zellen/Myotubenabschnitte pro Bedingung fir jeden einzelnen Versuch ausgewanhlt.
Anhand dieser Zellen wurde mittels Fiji die Signalintensitat sowie Flachen der zu
analysierenden Strukturen ermittelt. Diese Daten konnten mittels Excel gegenlbergestellt
werden und so die voneinander unabhangigen Experimente analysiert werden. Zur Analyse
des Signifikanzniveaus wurde der Student's T-Test durchgefiihrt. Ebenfalls wurde der
Mittelwert (MW) sowie der Standardfehler (SEM) ermittelt.
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2.2 Materialien

2.2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: Verwendete Gerate

Bezeichnung
Absaugsystem

Autoklav

AxioObserver SD
Eismaschine
Elektropulsstimulationssystem
Feinwaage SI-234
Gefrierschrank (-20 °C)
Gefrierschrank (-80 °C)
Heizblock

Inkubator

Kahlschrank

Klhlzentrifuge 5415R
Klhlzentrifuge 5810R
Lichtmikroskop ID03

LSM510

Magnetrihrer

Milli-Q-Plus Reinstwasseranlage
pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe Accu-Jet R
Schuttelinkubator

Sterilbank Microflow Biological safety
cabinet
Thermocycler T3000

Vortex

Waage

Wasserbad

Zeiss Cell Observer SD spinning disk

Hersteller

HLC Biotech/KNFlab
Laboport
Tuttnauer Syntec

Zeiss

Scotsman

lon Optix

Denver Instruments
Siemens

Thermo Scientific
Eppendorf

Binder/ Thermo Scientific
Bauknecht

Eppendorf

Eppendorf

Zeiss

Zeiss

Heildoph

Merck

Mettler Toledo
Eppendorf

Brand

Thermo Scientific
Nalge Nunc Industries

Eppendorf
Scientific Industries
KernKB
Lauda/Grant

Zeiss
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Tabelle 11: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
10 cm Zellkulturschalen Sarstedt
24 well Platten TPP

3 cm Zellkulturschalen Greiner

6 well Platten TPP/Sarstedt
Deckglaser Roth
Objekttrager Roth

Parafilm Bemis
Reaktionsgefalte 1,5 ml /2 ml Eppendorf
Reaktionsgefalle 15 ml / 50 ml Falcon/Sarstedt
serologische Pipetten 5 ml /10 ml VWR

2.2.2 Chemikalien und ready to use Anwendungen

Tabelle 12: Chemikalien

Substanz Hersteller
Aceton Roth
Ammoniumchlorid Roth
Ampicillin Roth

Bacto Trypton Roth
Bacto-Agar Roth
Bacto-Hefeextrakt Roth
Calciumchlorid Roth

DAPI Roth
Di-Kaliumhydrogenphosphat Roth
Di-Natriumhydrogenphosphat Roth
Ethanol Roth

FCS (Fetales Kélber Serum) PanBiotech
Fluoromount-G Invitrogen
Glutamin Life Technology
Glycerin Roth
Isopropanol Roth
Kaliumchlorid Roth
Kanamycin Roth

LPA Merck
Magnesiumchlorid Roth
Methanol Roth
Natrium Pyruvat Gibco
Natriumchlorid Roth

nicht essenzielle Aminosauren Roth
Paraformaldehyd Roth
Penicillin/Streptomycin Life Technology
Pferde Serum PanBiotech
Salzsaure (HCI) Roth
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Tris Roth
Triton X100 Roth
Trypsin-EDTA 0.05 '% Gibco
Tween-20 Sigma-Aldrich
Ziegenserum PanBiotech
Tabelle 13: Kits und fertige Anwendungen
Bezeichnung Hersteller
JetPrime PolyPlus
KOD DNA Polymerase Merck

NucleoBond Xtra Maxi

NucleoSpinR Gel and PCR Clean-up

NucleoSpinR Plasmid QuickPure

2.2.3 Primer

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel

Tabelle 14: Verwendete Primer fir die Klonierung phosphomimetischer BAG3 Mutanten

Bezeichnung
S136A for
S136A rev
S136D for
S136D rev

2.2.4 Zelllinien und Bakterien

Tabelle 15: Zelllinien

AT7r5
C2

Tabelle 16: Bakterien

E. coli TG1
E. coli XL1 Blue

Sequenz

5‘-cct cag agg tcc cag gca cct ctg cgg ggc a-3°
5'- tcg ccc gca gag gtg cct ggg acc tct gag g-3
5‘-ctc aga ggt ccc agg acc ctc tgc ggg gca tg-3°
5'-cat gcc ccg cag agg gtc ctg gga cct ctg ag-3°

Glattmuskelzelle aus der Aorta, Ratte
quergestreifte Muskelzellen, Maus

Stratagen
Invitrogen
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2.2.5 Plasmide

Tabelle 17:Plasmide

Bezeichnung
pCMV-Tag2b-Leervektor

pCMV-Tag2b-FLAG ~ BAG3 WT
pCMV-Tag2b-FLAG ~ BAG3 WAWA
pCMV-Tag2b-FLAG ~ BAG3 S136A
pCMV-Tag2b-FLAG ~ BAG3 S136D
pCMV-Tag2b-FLAG ~ BAG3 T285A
pCMV-Tag2b-FLAG ~ BAG3 T285D
pCMV-Tag2b-FLAG ~ BAG3 S289A
pCMV-Tag2b-FLAG ~ BAG3 S289D
pCMV-Tag2b-FLAG ~ BAG3 T285A S289A

pCMV-Tag2b-FLAG

BAG3 T285D S289D

2.2.6 Antikorper und weitere Farbstoffe

Tabelle 18: primare Antikorper

Antigen Subtyp
BAG3

BAG3 IgG
Filamin C IgA
FILIP IgG
FILIP1L

FLAG lgG1
HSPB1 lgG1
HspB5 IgG
HspB8 IgG
HspB8 IgG2a
Titin IgA
TSC1 IgG
XIN/XIRP2

Spezies
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Maus
Kaninchen
Kaninchen

Definition

Leervektor zur Kontrolle

Einbringen von BAG3 Uber die
Schnittstellen BamHI und EcoRI
Mutation der WW Doméane
Punktmutation von Serin136 zu
Alanin136

Punktmutation von Serin136 zu
Asparaginsaure136

Punktmutation von Threonin285 zu
Alanin285

Punktmutation von Threonin285 zu
Asparaginsaure285

Punktmutation von Serin289 zu
Alanin289

Punktmutation von Serin289 zu
Asparaginsaure289

Punktmutation von Threonin285 und
Serin289 zu Alanin285 und Alanin289
Punktmutation von Threonin285 und
Serin289 zu Asparagin285 und
Asparagin290

Hersteller

AG Hohfeld
Proteintech

AG Frst
Sigma-Aldrich

AG Frst
Sigma-Aldrich
Proteintech
Cloud-Clone Corp.
St John's Laboratory
OriGene

AG Frst

Cell Signaling

AG Frst
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Tabelle 19: sekundare Antikdrper

Antigen Subtyp Spezies Hersteller
Alexa Fluor 488 Anti-Kaninchen IgG Ziege Invitrogen
Alexa Fluor 488 Anti-Maus IgA Ziege Invitrogen
Alexa Fluor 555 Anti-Maus IgG Ziege Thermo Fisher
Alexa Fluor 555 Anti-Kaninchen IgG; Ziege Invitrogen
Alexa Fluor 594 Anti-Kaninchen IgG Ziege Invitrogen
CY5 Anti-Maus 19G+ Ziege Jackson

Tabelle 20: weitere Fluoreszenz-markierte Antikorper

Substanz Hersteller
Phalloidin Atto 488 Atto-Tec
Phalloidin Atto 550 Atto-Tec
Phalloidin Atto 633 Atto-Tech
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3 Ergebnisse

Mittels verschiedener mikroskopischer Analysen soll die Lokalisation von BAG3 und potenziell
weiterer Bindepartner innerhalb von Muskelzellen analysiert werden. Dabei sollen sowohl

Glattmuskelzellen wie auch quergestreifte Muskelzellen betrachtet werden.

3.1 Mechanische Einfliisse auf Glattmuskelzellen

Die hier verwendeten Glattmuskelzellen stammen aus der Aorta einer Ratte und werden
folgend als A7r5 Zellen bezeichnet. Diese Zelllinie ist als Model fur Glattmuskelzellen etabliert.
Um mechanische Einflisse in Glattmuskelzellen zu zeigen, missen Krafte generiert werden.
Dies erfolgt meist durch Verdnderung der Adhasionskrafte. Auch weitere
Behandlungsmdglichkeiten mit synthetischen oder endogenen Substanzen sind maglich. Ein
weiterer Vorteil dieser Zelllinie liegt in der Option, die Zellen transient zu transfizieren. Durch
Transfektion ist es mdglich, BAG3-Mutanten zu exprimieren und mutations-abhangige
Veranderungen festzustellen. Mittels Punktmutation, also einem Aminosauretausch,
verschiedener mechanisch regulierter Phosphorylierungsstellen konnten die unterschiedlichen
Phosphorylierungsstellen in den Experimenten untersucht werden. Fur die unter 3.1.2, 3.1.3
und 3.1.4 verwendeten mechanisch regulierten Phosphorylierungsstellen wurde BAG3 an den
Stellen Serin136 (S136), Threonin285 (T285), Serin289 (S289) und als Kombination an
T285 S289 modifiziert. Es erfolgte an diesen Stellen eine Punktmutation der Aminosaure in
Alanin (A) oder Asparagin (D). Die Veranderung zu A verhalt sich dabei wie eine dauerhafte
Dephosphorylierung der Position, die Mutation zu D imitiert dabei den phosphorylierten
Zustand. Die als BAG3 WAWA bezeichnete Mutante weist eine mutierte WW Doméane auf. Zur
Kontrolle wurde stets der BAG3 Wildtyp (WT) mitgefuhrt.

3.1.1 Anderung der mechanischen Belastung

Um einen ersten Eindruck fir die mechanische Belastung in Glattmuskelzellen zu erhalten,
wurden diese unter verschiedenen Konditionen kultiviert. Da, wie unter 1.2 erwahnt, jede Zelle
und somit auch die Glattmuskelzellen permanenten mechanischen Kraften ausgeliefert sind,
ist es selbsterklarend, dass es keinen Zustand ohne mechanische Belastung gibt. Somit ist es
essenziell den Stress spezifisch steuern zu kénnen. Unter Zellkulturbedingungen erfolgt dies
bei Glattmuskelzellen beispielsweise durch die Veranderung des Substrates oder der
Nahrstoffe. So obliegt es der Zelle, sich den Umstanden anzupassen.

In folgendem Experiment wurden A7r5 Zellen auf Glas kultiviert. Glas ist als sehr hartes
Substrat bekannt und induziert somit eine hohere mechanische Belastung. Das Adharieren

der Zellen auf harten Substraten wie Glas flihrt zu einer gesteigerten Stressantwort (Ulbricht
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et al. 2013b). Zusatzlich wurde den Zellen fiir 16 h das Serum entzogen. Der Entzug fihrt zu
einem Hungerzustand, der eine gesteigerte Autophagie zur Folge hat. Ebenso sollte durch die
Behandlung mit LPA ein weiterer Effekt zu sehen sein. LPA wird mit Proliferation, Adhasion
und mit der Bildung von Aktinstressfasern in Verbindung gebracht. (Gogarten et al. 2001;
Hernandez-Araiza et al. 2018; Moolenaar et al. 1997) Besonders die Bildung der Stressfasern
und anschlieRendes Assemblieren von BAG3 an diesen Fasern sollte gezeigt werden.

Hierfir wurden A7r5 Zellen unter Standardbedingungen (+FCS, -LPA) unter Serumentzug
(-FCS, -LPA) wie auch unter Einfluss von LPA (+FCS; +LPA) und der Kombination aus dem
Zusatz von LPA und Serumentzug (-FCS, +LPA) kultiviert. Anschlieend konnten die A7r5
Zellen mittels PFA fixiert werden. In Abbildung 11 ist die Farbung dieser A7r5 Zellen zu sehen,
dabei wurde mittels Antikérperfarbung BAG3 und Aktin mittels Phalloidinfarbung dargestellt.
Die Ubereinander gelagerten Signale sind unter merge zu sehen. Unter Standardbedingungen
(+FCS, -LPA) ist eine diffuse Anordnung von BAG3 in den Zellen zu erkennen. Das
Aktinnetzwerk 1asst sich klar erkennen. Versetzt man die Zellen in einen Hungerzustand durch
Serumentzug (-FCS, -LPA) andert sich an der Verteilung von BAG3 nichts. Auch die Zugabe
von LPA (+FCS, +LPA) kann die Lokalisation von BAG3 nicht beeinflussen. Weiter konnte
unter Entzug des Serums (-FCS, +LPA) konnte keine Veranderung des BAG3 Signals
beobachtet werden. Es konnte nicht gezeigt werden, dass die Zugabe von LPA oder die
Induktion der Autophagie durch Serumentzug die zytoplasmatische Lokalisation des BAG3

Proteins verandert.
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BAG3 Aktin

+ FCS
- LPA

+ FCS
+ LPA

- FCS
- LPA

-FCS
+ LPA

Abbildung 11: Einfluss von Serumentzug und LPA auf A7r5 Zellen.

Die auf Glas kultivierten A7r5 Zellen wurden je nach Bedingung = Serum (+FCS, -FCS) und
+ LPA (+LPA, -LPA) behandelt. AnschlieRend erfolgte eine Fixierung der A7r5 Zellen mit PFA
sowie die Farbung von BAG3 mittels BAG3 Antikorper (grin) und Aktin mittels Phalloidin (rot).
Grolenbalken = 20 um; n=3

3.1.2 Steigerung der mechanischen Belastung mittels Fibronektin

Eine weitere Moglichkeit, die mechanische Belastung in Glattmuskelzellen zu steigern, bietet
Fibronektin. Da Fibronektin ein extrazellulares Matrixprotein ist, kann es durch Interaktion mit
Integrinen das Aktinzytoskelett beeinflussen. Fibronektin wird in Sdugern von Fibroblasten
sezerniert und wurde lange Zeit als ,Kleber® bezeichnet und auf diese Funktion reduziert.
Fibronektin hat allerdings auf verschiedenste Prozesse Einfluss. Zu diesen Prozessen
gehoren beispielsweise Adhasion der Zellen, Migration oder auch Organisation des
Zytoskeletts. Diese Vorgange konnen durch mechanische Belastung beeinflusst werden.
Aufgrund der Interaktion von Fibronektin mit Integrinen kommt es somit zu einer Antwort auf
die mechanische Belastung (Parisi et al. 2020; Raghow 2013). Fibronektin ist in der Lage die
Lokalisation von BAG3 in A7r5 Zellen zu beeinflussen. Da BAG3 kraftregulierte
Phosphorylierungsstellen aufweist, soll untersucht werden, ob Fibronektin die Lokalisation des
BAG3 Proteins beeinflussen kann. Ferner sollen die phosphomimetischen Mutanten der

kraftregulierten Phosphorylierungsstellen genauso betrachtet werden. Das heil3t, die mogliche
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Anderung des Phosphorylierungszustandes der phosphomimetischen Mutanten S136, T285,
S289 und T285 S289 sowie die BAG3 WAWA Mutante wurden hierfur untersucht. Das mittels
FLAG-Epitop markierte BAG3 konnte anhand einer transienten Transfektion in A7r5 Zellen
eingebracht werden. Nach der Kultivierung der A7r5 Zellen auf Glas erfolgte die Fixierung mit
PFA und die anschlieBende Farbung. Aufgrund des anti-FLAG Antikérpers kann gezeigt
werden, ob sich die Lokalisation der phosphomimetischen BAG3-Varianten durch die
Verwendung des unterschiedlichen Substrates (-Fibronektin, +Fibronektin) verandert. Durch
die Verwendung des anti-FLAG Antikdrpers wird ausschlieBlich das transfizierte BAG3 und
somit die mutierten Formen analysiert. Abbildung 12 zeigt in der ersten Spalte (-Fibronektin),
dass das Signal des BAG3 WT wie auch das Signal der phosphomimetischen Mutanten und
der Mutierten WW Domane (BAG3 WAWA) diffus vorliegt. Es folgt keiner spezifisch
erkennbaren Richtung oder ordnet sich in einer klaren Struktur an. Sobald die A7r5 Zellen auf
beschichteten Deckglasern (+Fibronektin) kultiviert wurden, ist die Rekrutierung von Bag3 WT
an Aktin-Stressfasern klar zu erkennen. Auch die BAG3 WAWA Mutante, sowie die
phosphomimetischen Mutanten zeigen diese gleiche Anordnung. Das BAG3 Signal (WT und
mutiertes BAG3) der Zellen, welche auf Fibronektin gewachsen sind, zeigt sich sehr geordnet.
Dies weist auf eine Ausrichtung entlang der Stressfasern unter Einfluss von mechanischer
Belastung hin. Die exakte Lokalisation der unterschiedlichen BAG3 Varianten an

Aktinstressfasern wurde somit Gegenstand weiterer Analysen (siehe 3.1.3.).
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FLAG-BAG3 FLAG-BAG3
- Fibronektin + Fibronektin

BAG3 WT

BAG3 WAWA

BAG3 S136A

BAG3 S136D

BAG3 T285A

BAG3 T285D

BAG3 S289A

BAG3 S289D

BAG3 T285A
S289A

BAG3 T285D
S289D

Abbildung 12: Einfluss von Fibronektin auf die BAG3-Lokalisation in A7r5.
A7r5 Zellen wurden auf Glas (-Fibronektin) und beschichtetem Glas (+Fibronektin) kultiviert.
Mittels transienter Transfektion wurde BAG3 sowie BAG3 WAWA und die
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phosphomimetischen Mutanten S136, T285, S289 und T285 S289 eingebracht. BAG3 wurde
in allen Bedingungen mit einem FLAG-Tag versehen. Die Kontrolle stellt der WT des BAG3
Proteins dar. Es erfolgte eine Fixierung der Zellen mit PFA sowie die Farbung mittels
anti-FLAG Antikorper. GroRenbalken = 20 ym; n=5

3.1.3 Einfluss der Phosphorylierung und Dephosphorylierung mechanisch regulierter

Phosphorylierungsstellen auf die BAG3 Lokalisation

Wie unter 3.1.2 gezeigt werden konnte, ist Fibronektin in der Lage, BAG3 und die verwendeten
Mutanten in lhrer Lokalisation zu beeinflussen. Dabei wird ein Muster deutlich, dass ahnlich
dem der Aktinstressfasern ist. Um eine Aussage Uber das Ausmall und potentielle
Unterschiede zwischen BAG3 WAWA, den phosphomimetischen Mutanten und dem BAG3
WT treffen zu kénnen, erfolgte eine Antikérperfarbung gegen das FLAG-Epitop zum Nachweis
der BAG3 Varianten und gleichzeitig eine Farbung von Aktin mittels Phalloidin. Diese
Doppelfarbung ermdéglicht eine quantitative Analyse der Kolokalisation von Aktin und BAG3.
Der ermittelte Wert fur die Kolokalisation des BAG3 WT und Aktin wurde dabei auf 1 definiert
und anschlie®end die relative Veranderung der BAG3-Varianten ermittelt. Bereits durch
Kathage et al. (2017) konnte gezeigt werden, dass die Kolokalisation von BAG3 WAWA und
Aktin im Vergleich zu BAG3 WT und Aktin signifikant verringert vorliegt. Es wurden auch in
diesem Versuch A7r5 Zellen auf beschichtetem Glas (+Fibronektin) kultiviert. Durch eine
transiente Transfektion wurden die FLAG-Epitop markierten Konstrukte (BAG3 WT, BAG3
WAWA sowie den bekannten phosphomimetischen Mutanten) in die A7r5 Zellen eingebracht.
Nach Fixieren der Zellen mit PFA erfolgte die Farbung mittels anti-FLAG Antikorper der
FLAG-BAG3 Varianten (griin) sowie Aktin (Phalloidin, rot). Das Ergebnis ist in Abbildung 13
dargestellt. Ein dem Aktin sehr ahnliches Muster zeigt BAG3 WT. Die Kolokalisation von Aktin
und BAG3 WT wird als Referenz betrachtet. Relativ zur Kolokalisation des WT (1,00 +0) mit
Aktin zeigt sich eine sehr signifikante Reduktion bei BAG3 WAWA (0,67 £0,07). Auch bei
insgesamt drei der phosphomimetischen Mutanten konnte eine Reduktion beobachtet werden.
Dabei zeigt sich fur die Mutante T285A (0,85 +0,06) eine signifikante Reduktion. Fur die beiden
Mutanten S289 zeigt sich fur A (0,81 10,06) eine signifikante Reduktion und eine sehr
signifikante Reduktion fur D (0,76 +£0,05). Diese Effekte lassen sich anhand der Uberlagernden
Signale im merge Bild gut erkennen. Hier kommt es aufgrund der Farben rot und griin bei einer
exakten Kolokalisation zur Gelbfarbung des Signals. Zusatzlich wurde zur Verdeutlichung eine
zehnfache VergrolRerung dargestellt. Die jeweiligen Ausschnitte sind durch weilte Rechtecke
gekennzeichnet. Fir die weiteren phosphomimetischen Mutanten konnte keine signifikante
Veranderung der Kolokalisation mit Aktin festgestellt werden. Hier zeigt sich ein dem BAG3

WT entsprechendes Verhalten. Die beschriebenen Veranderungen sind dem Saulendiagramm
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(Abbildung 13 B) zu entnehmen. Zusammenfassend zeigt das Experiment, dass es zu einer
veranderten Kolokalisation von BAG3 und Aktin aufgrund von spezifischen
phosphomimetischen Mutationen (T285A, S289A und S289D) kommt. Ein &hnliches Verhalten
zeigt die BAG3 WAWA Mutante.
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Abbildung 13: Lokalisation von BAG3 an Aktin in A7r5 Zellen.

A In A7r5 Zellen wurde durch transiente Transfektion BAG3 sowie BAG3 WAWA und die
phosphomimetischen Mutanten der kraftregulierten Phosphorylierungsstellen S136, T285,
S289 und T285 S289 eingebracht. Kultiviert wurden die Zellen auf Glas (+Fibronektin). Es
erfolgte eine Antikérperfarbung von FLAG (grtin) sowie Aktin anhand von Phalloidin (rot). Die
durch weil’e Rechtecke markierten Flachen wurden nebenstehend zehnfach vergréfRert
abgebildet. GroRRenbalken = 20 um

B Dargestellt ist anhand des Saulendiagramms die Kolokalisation von BAG3 und Aktin. Dabei
ist die relative Veranderung der Kolokalisation der phosphomimetischen Mutanten und BAG3
WAWA im Vergleich zu BAG3 WT dargestellt. Die Daten zeigen den MW +SEM; n=5; *p<0,05;
**p<0,01.

3.1.4 Einfluss der Phosphorylierung und Dephosphorylierung von BAG3 auf die

Lokalisation von TSC1

Der Zusammenhang von BAG3 und mTOR wurde bereits unter 1.6.1 und 1.6.3 dargestellt.
Uber seine WW Domane ist BAG3 in der Lage TSC1 zu binden. Aufgrund dieser Bindung
kommt es zur Inhibition von mTORC1. Resultat dieser Signalkaskade ist die lokale Induktion
der Autophagie (CASA). Somit kann spezifisch an Aktinflamenten CASA zum Einsatz
kommen. Durch die Lokalisation von TSC1 entlang der Aktinstressfasern kommt es im
verbleibenden Zytoplasma zu einer Aktivierung von mTORC1 und somit zu einer gesteigerten
Proteintranslation (Goodman 2014; Jacobs et al. 2014; Kathage et al. 2017).

Um die Rekrutierung von TSC1 an Aktinstressfasern analysieren zu kdénnen, wurden A7r5
Zellen mit FLAG-Epitop markierten BAG3 Konstrukten transfiziert. Es wurde wiederhol der
BAG3 WT als Referenz verwendet und weiter BAG3 WAWA sowie die phosphomimetischen
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Mutanten untersucht. Durch das fixieren der Zellen mit PFA konnte anschliefend anhand einer
Antikérperfarbung gegen FLAG sowie TSC1 die Lokalisation der Proteine dargestellt werden.
Aktin wurde anhand von Phalloidin gefarbt. Anhand dieser Farbung konnte die im Folgenden
die Kolokalisation von TSC1 und Aktin bestimmt werden und in Relation zu BAG3 WT
analysiert werden. Durch die Arbeiten von Kathage et al. (2017) wurde bereits gezeigt, dass
es durch die Mutation der WW Domaéane zu einer verringerten Lokalisation von TSC1 an Aktin
kommt. Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, konnte hier ebenfalls eine signifikante Reduktion
von TSC1 an Aktin fir die BAG3 WAWA Mutante (0,76 +0,09) festgestellt werden. Weiter
wurde fir die phosphomimetische Mutante S289A (0,86 +0,06) ebenfalls eine signifikante
Reduktion der Kolokalisation von TSC1 und Aktin beobachtet. Fur die weiteren
phosphomimetischen Mutanten (S136, T285, S289D und T285 S289) konnte keine
signifikante Veranderung gezeigt werden. Die Kolokalisation dieser phosphomimetischen
Mutanten sind mit dem BAG3 WT vergleichbar und zeigen keinen Unterschied. Diese Aussage
wird durch das in Abbildung 14 B dargestellt Sdulendiagramm grafisch dargestellt. Das
Ergebnis zeigt, dass es aufgrund der phosphomimetische Mutation BAG3 S289A zu einer
verringerten Kolokalisation von TSC1 und Aktin kommt. Eine ahnliche Veranderung der
Kolokalisation konnte bereits fir BAG3 WAWA gezeigt werden (Kathage et al. 2017).
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Abbildung 14: Einfluss der BAG3 Mutanten auf die TSC1 Rekrutierung an Aktin in A7r5 Zellen.
A A7r5 Zellen wurden transient mit FLAG-Epitop markierten BAG3 Konstrukten transfiziert.
Als Kontrolle wurde BAG3 WT verwendet und im Vergleich zu BAG3 WAWA sowie den
phosphomimetischen Mutanten untersucht. Kultiviert wurden die A7r5 Zellen auf Glas
(+Fibronektin) und mit PFA anschlieend fixiert. Die Antikdrperfarbung erfolgte gegen FLAG
(grin) und TSC1 (violett) anhand von Phalloidin wurde Aktin (rot) gefarbt.
GroRenbalken = 20 ym

B Bei der quantitativen Analyse wurde die Kolokalisation von TSC1 und Aktin untersucht.
Dabei wurde BAG3 WT als Referenz betrachtet und BAG3 WAWA wie auch die
phosphomimetischen Mutanten relativ dazu analysiert und mittels S&ulendiagramm
dargestellt. Die Daten zeigen den MW +SEM; n=25; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001.

3.2  Quergestreifte Muskelzellen — Myotuben

Die quergestreifte Muskulatur zeigt einen anderen Aufbau als die glatte Muskulatur. Somit ist
die Handhabung und die Kultivierung dieser Zellen auch in einigen Punkten zu unterscheiden.
Die hier verwendeten C2 Zellen stammen aus der Maus. Die Differenzierung der Myoblasten
in Myotuben ist durch eine Veranderung der Zusatze des Zellkulturmediums mdglich. So
kommt es in vitro zur Bildung von Myotuben, die zur spontanen Kontraktion fahig sind. Die
Méglichkeit der Kontraktion lasst es zu, dass mittels EPS die Zellen eine definierte, gesteigerte

mechanische Belastung erfahren.
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3.21 Einfluss auf ausgewahlte mechanisch regulierte Proteine durch variable

mechanische Belastung in Myotuben

Durch die mechanische Belastung mittels EPS eroffnet sich die Moglichkeit, weitere relevante
und mechanische beeinflussbare Proteine zu analysieren. Von groflem Interesse sind
vorwiegend die Komponenten des CASA-Komplexes, da wie zuvor erwahnt, der Abbau von
mechanisch entfaltetem Filamin mittels CASA, gerade in der quergestreiften Muskulatur, eine
bedeutende Rolle spielt. Zu diesem Zweck wurde fiir die Experimente 3.2.1.1, 3.2.1.2, 3.2.1.3,
3.21.4, 3.2.1.5, 3.2.1.6 und 3.2.1.7 die Differenzierung von C2 Myoblasten zu Myotuben
innerhalb von funf Tagen durchgeflhrt. Nach erfolgreicher Differenzierung zu Myotuben
erfolgte die EPS Behandlung. Als Kontrolle und somit als Referenz wurden stehts unstimulierte
Myotuben herangezogen. In den folgenden Analysen wurden die Ergebnisse jedoch nicht
relativ zur Kontrolle dargestellt, sondern als absoluter Wert der Veranderung der Verteilung
des Signals. Es wurden die EPS Protokolle mild, twitch sowie damage zur Induktion von
mechanischer Belastung verwendet. Durch die verschiedenen EPS Bedingungen werden,
aufgrund der mechanischen Belastung, sogenannte Lasionen in unterschiedlichem Ausmal}
verursacht. In diesen zeigt sich eine Akkumulation von mechanisch entfaltetem Filamin. Diese
Lasionen lassen sich durch die Farbung von Filamin und zusatzlich dem Z-Scheiben Marker
Titin gut darstellen. Um zu prifen, ob auch Komponenten der CASA-Maschinerie in Lasionen
rekrutiert werden, sollte deren Lokalisation analysiert werden.

Um spezifisch den prozentualen Anteil eines Proteins innerhalb der Filamin-enthaltenen
Lasionen im Vergleich zu dem gesamten Anteil des zu untersuchenden Proteins berechnen
zu koénnen, ist die zusatzliche Farbung von Filamin sowie dem Z-Scheiben Marker Titin
unerlasslich. Aufgrund der Farbung der Z-Scheiben mittels Titin konnte eine Maske erstellt
werden. Mittels dieser Maske lasst sich das Filaminsignal, welches nicht mit den Z-Scheiben
kolokalisiert, ermitteln. Somit kann die exakte Lokalisation und auch die GroRe der durch die
mechanische Belastung ausgelosten Lasionen bestimmt werden. Anhand dieser Angaben
lasst sich von jedem Protein von Interesse der Anteil des Signals innerhalb der Lasionen

gegenuber dem Gesamtsignal als Prozentwert ermitteln.

3.2.1.1 Einfluss mechanischer Belastung auf die Lokalisation von BAG3 in Myotuben

BAGS3 spielt eine der zentralen Rollen in der Muskelhomoostase (siehe 1.6). Dabei kommt es
unter anderem zum Abbau von mechanisch entfaltetem Filamin mittels CASA. Fir diesen
Vorgang ist die Rekrutierung von BAG3 mitsamt des CASA-Komplexes an den Z-Scheiben in
Myotuben nétig. Wie in Abbildung 15 A zu sehen ist loklaisiert BAG3 an den Z-Scheiben,
welche durch Titin gut zu erkennen sind. Auch zeigt Filamin die erwartete Lokalisation an den

Z-Scheiben. Betrachtet man die Bildreihe der Filamin-Farbung mit zunehmender
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mechanischer Belastung, fallt auf, dass das Ausmal der Lasionen deutlich steigt. Unterstiizt
wird diese Aussage durch das Saulendiagramm (Abbildung 15 C). Dieses zeigt die signifiante
Steigerung der Filamin-enthaltenden Lasionenn in Abhangigkeit von der Intensitat der
mechanischen Belastung in Porzent. Auch fur BAG3 ist ein vergleichbares Verhalten zu
beobachten. Bei ansteigender mechanischer Belastung ist BAG3 zunehmend in L&sionen
nachweisbar. Wahrend in unstimulierten Myotuben 2,45 % (0,18 %) des BAG3-Proteins in
Lasionen vorliegt, steigt dieser Wert auf 3,32 % (+0,32 %) unter mild und auf 5,53 % (+0,18 %)
und 8,36 % (0,15 %) unter twitch beziehungsweise damage Bedingungen (Abbildung 15 B).
Das Experiment belegt die zunehmende Rekrutierung von BAG3 in Filamin-enthaltende

Lasionsbereiche unter mechanischer Belastung in Skelettmuskelzellen.
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Abbildung 15: Einfluss auf die BAG3 Lokalisation in Lasionen nach EPS in ausdifferenzierten
Myotuben.

A C2 Myoblasten wurden Uber fliinf Tage zu Myotuben differenziert. Anschlieltend erfolgte
anhand der Protokolle mild, twitch und damage eine dreistiindige EPS. Die als Referenz
verwendeten Myotuben wurden nicht mittels EPS stimuliert. Im Anschluss wurden die
Myotuben mit Methanol/Aceton fixiert und mittels Antikérperfarbung Titin (violett) Filamin C
(gran) und BAGS (rot) dargestellt. Grolienbalken = 20 uym

B Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse des prozentualen
Anteils von BAG3 in den Lasionen fur unterschiedliche mechanische Belastungen. Die Daten
zeigen den MW+SEM; n=5; ***p<0,001.

C Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Flache der
Filamin-enthaltenen Lasionen in Prozent fir unterschiedliche mechanische Belastungen. Die
Daten zeigen den MWxSEM; n=5; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

3.2.1.2Einfluss mechanischer Belastung auf die Lokalisation von HspB8 in Myotuben

Neben BAG3 erfolgt der Abbau durch CASA unter Zusammenarbeit mit HspB8. Aufgrund der
Interaktion von HspB8 kann Filamin stabilisiert und so schlieRlich durch CASA abgebaut
werden. Aufgrund dessen soll die Lokalisation von HspB8 genauer betrachtet und so geklart
werden, ob die Funktion und die damit verbundene Lokalisation von HspB8 essenziell fiir den
Filaminabbau ist. Es ist in Abbildung 16A deutlich zu sehen, dass aufgrund der Stimulation ein
Anstieg der Lasionen zu vermerken ist. Die quantitative Auswertung ist in Abbildung 16 C
dargestellt. Die Lasionen zeigen sich in der Bildreihe der Filaminfarbung. Weiter zeigt sich
Filamin lokalisiert an den Z-Scheiben, welche mittels des Z-Scheiben Markers Titin markiert
wurden. Um den spezifischen Einfluss der mechanischen Belastung untersuchen zu kénnen,
wurden stimulierte Myotuben mit unstimulierten Myotuben verglichen und das HspB8 Signal

innerhalb der Filamin-enthaltenen Lasionen analysiert (Abbildung 16). Ohne zusatzliche
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mechanische Belastung mittels EPS liegen 3,42 % (+0,46 %) des HspB8-Proteins in Lasionen
vor. Durch die Stimulation mit mild kommt es zu einer geringfiigigen, nicht signifikanten,
Erhdhung auf 3,85 % (+0,64 %) HspB8 innerhalb den Lasionen. Nach Stimulaiton der
Myotuben mittels twifch oder damage kann lediglich eine Tendenz auf 4,95 % (x0,77 %)
beziegungswese auf 5,02 % (£0,99 %) HspB8 Protein in den Lasionen gezeigt werden. Das
Experiment zeigt keine signifikante Veranderung der Lokalisatin des HspB8 Protein innerhalb
der Filamin-enthaltenen Lasionen unter Einfluss von mechanischer Belastung, sondern zeigt
lediglich eine modgliche Tendenz. Es ist, wie vergelichsweise bei BAG3, ein zunehmende

Rekrutierung von HspB8 in Filamin-enthatenden Lasionsberichen moglich ist aber nicht belegt.
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Abbildung 16: Einfluss auf die HspB8 Lokalisation in Lasionen nach EPS in ausdifferenzierten
Myotuben.

A C2 Myoblasten wurden Uber finf Tage zu Myotuben differenziert. Anschlielend erfolgte
anhand der Protokolle mild, twitch und damage eine dreistiindige EPS. Die als Referenz
verwendeten Myotuben wurden nicht mittels EPS stimuliert. Im Anschluss wurden die
Myotuben mit Methanol/Aceton fixiert und mittels Antikorperfarbung Titin (violett) Filamin C
(grdn) und HspB8 (rot) dargestellt. GréRenbalken = 20 ym

B Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse des prozentualen
Anteils von HspB8 in den Lasionen fiir unterschiedliche mechanische Belastungen. Die Daten
zeigen den MW xSEM; n=5.

C Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Flache der
Filamin-enthaltenen Lasionen in Prozent flr unterschiedliche mechanische Belastungen. Die
Daten zeigen den MW +SEM; n25; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

3.2.1.3 Einfluss mechanischer Belastung auf die Lokalisation von HspB5 in Myotuben

Aufgrund der Ergebnisse der nicht signifikanten Veranderung von HspB8 (Abbildung 16) soll
folgendes Experiment zeigen, ob es potenzielle weitere Kandidaten gibt, welche wie HspB8
eine Option darstellen, mit dem CASA-Komplex zu agieren. Es konnte bereits von Rauch et
al. (2017) gezeigt werden, dass auch HspB5 ein weiterer Interaktionspartner von BAG3 ist. Es
soll folgend die Rekrutierung von HspB5 in den, durch mechanische Belastung induzierten,
Lasionen untersucht werden. Die Analysen zu BAG3 hatten gezeigt, dass es zu einem Anstieg
des in den Lasionen vorliegenden BAG3 kommt, sobald die mechanische Belastung erhéht
wird (Abbildung 15). Ein ahnliches Verhalten konnten flir den BAG3 Bindepartner HspB8 nicht
gezeigt werden. Die Ergebnisse zu HspB5 sind in Abbildung 17 dargestellt. In Abbildung 17 A
ist zu sehen, dass Filamin sowie Titin an den Z-Scheiben lokalisieren. Die Bildfolge des

Filamins zeigt, unter steigender mechanischer Belastung, den zu erwartenden Anstieg des
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Iasionslokalisierten Filamins. Eine quantitative Aussage kann anhand des Saulendiagramms
(Abbildung 17 C) erfolgen. Ohne EPS zeigt sich eine recht diffuse Verteilung von HspB5. Es
liegen 2,44 % (0,43 %) HspB5 Protein innerhalb der Lasionen vor. Unter Einfluss von mild
EPS folgt ein sehr signifikanter Anstieg des HspB5 Signals innerhalb der Filamin-enthaltenen
Lasionen auf 5,59 % (0,37 %). Nach Behandlung mittels twitch Protokoll zeigt sich ein hdchst
signifikanter Anstieg auf 8,22 % (+0,41 %) lasionslokalisiertes HspB5 Protein gegenlber der
unbehandelten Myotuben. Hierbei liegt auch ein sehr signifikanter Unterschied zwischen mild
und twitch mit 5,59 % (+0,37 %) und 8,22 % (+0,41 %) vor. Die Lokalisation von HspB5
innerhalb der Lasionen nach twitch liegt mit damage auf gleicher Hohe bei 8,22 % (+0,41 %)
und 7,97 % (20,73 %). Gegentber mildem EPS mit 5,59 % +0,37 % ist die verstarkte
Lokalisation in den L&sionen nach damage mit 7,97 % (0,73 %) signifikant erhoht.
Gegenuber unstimulierten Myotuben ist die Steigerung héchst signifikant. Dieses Ergebnis
zeigt, dass unter gesteigerter mechanischer Belastung ein signifikanter Anstieg des
lasionslokalisiertem HspB5 zeigt. Ein ahnlicher Anstieg konnte bereist fur BAG3 gezeigt
werden, jedoch nicht fir HspB8. Somit unterstutzt dieses Ergebnis die zuvor genannte
Interaktion von BAG3 und HspB5 anstelle des HspBS.
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Abbildung
17: Einfluss auf die HspB5 Lokalisation in Lasionen nach EPS in ausdifferenzierten Myotuben.
A C2 Myoblasten wurden Uber flinf Tage zu Myotuben differenziert. Anschlielend erfolgte
anhand der Protokolle mild, twitch und damage eine dreistiindige EPS. Die als Referenz
verwendeten Myotuben wurden nicht mittels EPS stimuliert. Im Anschluss wurden die
Myotuben mit Methanol/Aceton fixiert und mittels Antikorperfarbung Titin (violett) Filamin C
(grdn) und HspB5 (rot) dargestellt. GréRenbalken = 20 ym
B Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse des prozentualen
Anteils von HspB5 in den Lasionen fur unterschiedliche mechanische Belastungen. Die Daten
zeigen den MW £SEM; n=5; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
C Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Flache der
Filamin-enthaltenen Lasionen in Prozent fir unterschiedliche mechanische Belastungen. Die
Daten zeigen den MW +SEM; n=5; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

3.2.1.4 Einfluss mechanischer Belastung auf die Lokalisation von HspB1 in Myotuben

Ein weiteres potenzielles kleines Hitzeschockprotein, welches mit BAG3 interagiert und so
moglicherweise die Funktion von HspB8 Ubernehmen kann, ist HspB1. Da fir eine
Quantifizierung und Bestimmung der Lokalisation innerhalb der Lasionen eine Farbung von
Filamin und Titin in derselben Probe nétig sind, konnte keine statistische Analyse zu HspB1
durchgefuhrt werden. Aufgrund der verschiedenen Antikdrpersubtypen war in diesem Fall eine
dreifache Farbung aus technischen Griinden nicht durchfiihrbar. Dennoch sollte mittels
Filamin und HspB1 vorerst ein erster Uberblick gewonnen werden, welcher Uber die
Lokalisation von HspB1 und die Veranderung der Lokalisation Aufschluss gibt. Abbildung 18
zeigt deutlich, dass HspB1 eine diffuse Verteilung ohne den Einfluss von zusatzlicher
mechanischer Belastung aufweist. Diese Verteilung kann auch durch die Uberlagerung der
Signale von HspB1 und Filamin (merge) nicht einem Muster oder eine Z-Scheibenlokalisation

zugeordnet werden. Auch unter Einfluss von mechanischer Belastung zeigt sich keine
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Veranderung der Struktur. Selbst mit der starksten mechanischen Belastung (nach
Behandlung mittels damage Protokoll) konnte keine spezifische Rekrutierung von HspB1 an
Filamin oder in den L&asionen ausgemacht werden. Es zeigt sich somit unter allen Konditionen
ein ahnliches Bild und damit keiner veranderten Lokalisation fir HspB1. Die dargestellte
Lokalisation lasst keine ersten Ruckschlisse auf ein verstarktes auftreten innerhalb der
Filamin-enthaltenen Lasionen zu. Aufgrund dieser Erkenntnis wurde eine andere Mdglichkeit

zur Quantifizierung des in den Lasionen lokalisierten Signals vorerst nicht weiterverfolgt.
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Abbildung 18: Einfluss auf die HspB1 Lokalisation in Lasionen nach EPS in ausdifferenzierten
Myotuben.

C2 Myoblasten wurden Uber funf Tage zu Myotuben differenziert. AnschlieRend erfolgte
anhand der Protokolle mild, twitch und damage eine dreistiindige EPS. Die als Referenz

verwendeten Myotuben wurden nicht mittels EPS stimuliert. Im Anschluss wurden die
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Myotuben mit Methanol/Aceton fixiert und mittels Antikérperfarbung Filamin C (griin) und

HspB1 (rot) dargestellt. GroRenbalken = 20 ym; n25.

3.2.1.5Einfluss mechanischer Belastung auf die Lokalisation von XIN/XIRP2 in

Myotuben

Xin/Xirp2 ist flr seine Interaktion mit Filamin bekannt. Es verhindert weiter die
Depolymerisation von Aktin. Somit ist XIN/XIRPZ2 als ein essenzielles Protein, welches fur den
Erhalt des Zytoskeletts mit all seinen Funktionen verantwortlich ist zu nennen (Eulitz et al.
2013; van der Ven et al. 2006). Aufgrund der Interaktion mit Filamin ist eine gewisse
Kolokalisation anzunehmen, welche anhand der Farbung gezeigt werden konnte. Die
Lokalisation an Z-Scheiben wird durch den Z-Scheiben Marker Titin deutlich. Anhand der
Bildreihe des Filamins zeigt sich der Anstieg des lasionslokalisiertem Filamins mit steigender
mechanischer Belastung (Abbildung 19). Die quantitative Analyse des Filaminsignals ist in
Abbildung 19 C dargestellt. Ohne den Einfluss von EPS liegen 2,95 % (0,40 %) des
XIN/XIRP2 Proteins in Lasionen lokalisiert. Erfahren die Myotuben eine Behandlung mit mild
EPS, steigt der Anteil XIN/XIRP2 Protein nicht signifikant auf 3,70 % (0,62 %) innerhalb der
Lasionen. Unter twitch zeigt sich eine signifikante Erhéhung auf 5,81 % (20,65 %) XIN/XIRP2
Protein innerhalb der Lasionen, welche auch signifikant gegentiber mild mit 3,70 % (+0,62 %)
ist. Hochst signifikant ist der Unterschied zwischen unstimulierten Myotuben mit
2,95 % (£0,40) und damage mit 8,48 % (£0,802 %) lasionslokalisierten XIN/XIRP2. Auch
gegenuber mild ist der Effekt von damage sehr signifikant und zusatzlich im Vergleich zu twitch
ebenfalls signifikant erhéht. Das Experiment zeigt also, dass es besonders unter starker
mechanischer Belastung (damage), zu einer deutlich vermehrten Rekrutierung von XIN/XIRP2

in den Filamin enthaltenden Lasionen kommt.
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Abbildung 19: Einfluss auf die XIN/XIRP2 Lokalisation in Lasionen nach EPS in
ausdifferenzierten Myotuben.

A C2 Myoblasten wurden uber finf Tage zu Myotuben differenziert. Anschlieend erfolgte
anhand der Protokolle mild, twitch und damage eine dreistindige EPS. Die als Referenz
verwendeten Myotuben wurden nicht mittels EPS stimuliert. Im Anschluss wurden die
Myotuben mit Methanol/Aceton fixiert und mittels Antikérperfarbung Titin (violett) Filamin C
(grin) und XIN/XIRP2 (rot) dargestellt. GréRenbalken = 20 um

B Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse des prozentualen
Anteils von XIN/XIRP2 in den Lasionen fir unterschiedliche mechanische Belastungen. Die
Daten zeigen den MW +SEM; n=5; *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001.

C Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Flache der Filamin-
enthaltenen Lasionen in Prozent fir unterschiedliche mechanische Belastungen. Die Daten
zeigen den MW £SEM; n=5; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

3.2.1.6 Einfluss mechanischer Belastung auf die Lokalisation von FILIP in Myotuben

Filamin A Interacting Protein 1 (FILIP) wird meist in Verbindung mit Filamin A genannt. Es ist
bekannt, dass FILIP fir den Abbau von Filamin A relevant ist. Es konnte nun auch von
Reimann et al. (2020) gezeigt werden, dass ebenfalls eine Interaktion zwischen FILIP und
Filamin C zustande kommt und der Abbau von Filamin C durch FILIP stimuliert wird. Folglich
unterstitz FILIP die CASA-Maschinerie und somit den Abbau von Filamin C in Myotuben. Auf
Basis dieser Erkenntnis sollte die Rekrutierung von FILIP in den Lasionen genauer betrachtet
werden. Die Kolokalisation von Filamin an Z-Scheiben, welche mittels Titin dargestellt sind,
zeigt mit steigender mechanischer Belastung einen Anstieg der Filamin-enthaltenden
Lasionsbereiche (Abbildung 20 A, C).

Abbildung 20 zeigt fir Myotuben ohne zusatzliche mechanische Belastung teilweise eine
Lokalisation von FILIP an Z-Scheiben und in geringem Malfe auch in den Lasionen mit

2,10 % (£0,36 %). Erfolgt eine Stimulation mittels mild zeigt sich lediglich eine geringe
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Tendenz auf 2,72 % (0,12 %) und somit kein signifikanter Anstieg von FILIP in den Lasionen.
Erfahren die Myotuben jedoch eine starkere mechanische Belastung, zeigt sich im Vergleich
zur unstimulierten Referenz und ebenfalls den mit mild behandelten Myotuben ein signifikanter
Anstieg fir twitch auf 3,66 % (£0,20 %) und flr damage auf 3,52 % (20,11 %) des
|&sionslokalisierten FILIP.

Das Ergebnis zeigt einen Anstieg von FILIP innerhalb der Lasionen unter mechanischer
Belastung (twitch und damage). Durch die gesteigerte Rekrutierung von FILIP in

Filamin-enthaltenen Lasionen kann FILIP den Abbau von Filamin unterstitzen.

71



Lokalisation des mechanisch regulierten Cochaperons BAG3 und ausgewahlter Bindepartner
Muskelzellen

in
-
L3
- EPS
3 h mild
3 h twitch
3 h damage

72




Lokalisation des mechanisch regulierten Cochaperons BAG3 und ausgewahlter Bindepartner in

Muskelzellen

B ¢ %l c 1%l
e5a ., 5§ 12
o r 3 3 m% ]
A =i 1 =2 8
M 2 C D -
O X (@ (U
o 1 - 47

2 -

3hmild -+ - - 3hmild - + - -
3 htwitch - - + - 3 htwitch - - + -
3 h damage - - - + 3 h damage - - - +

Abbildung 20: Einfluss auf die FILIP Lokalisation in Lasionen nach EPS in ausdifferenzierten
Myotuben.

A C2 Myoblasten wurden Uber finf Tage zu Myotuben differenziert. Anschlielend erfolgte
anhand der Protokolle mild, twitch und damage eine dreistiindige EPS. Die als Referenz
verwendeten Myotuben wurden nicht mittels EPS stimuliert. Im Anschluss wurden die
Myotuben mit Methanol/Aceton fixiert und mittels Antikorperfarbung Titin (violett) Filamin C
(gran) und FILIP (rot) dargestellt. Grélenbalken = 20 pm

B Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse des prozentualen
Anteils von FILIP in den Lasionen fiir unterschiedliche mechanische Belastungen. Die Daten
zeigen den MW zSEM; n25; *p<0,5; **p<0,01.

C Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Flache der Filamin-
enthaltenen Lasionen in Prozent fur unterschiedliche mechanische Belastungen. Die Daten
zeigen den MW +SEM; n=5; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

3.2.1.7 Einfluss mechanischer Belastung auf die Lokalisation von FILIP1L in Myotuben

Fir eine Stressantwort ist die Synthese von Hitzeschockfaktoren unerlasslich. Diese Synthese
wird Uber den Transkriptionsfaktor Hitzeschockfaktor 1 (HSF1) vermittelt. Filamin A Interacting
Protein 1 Like (FILIP1L) limitiert dabei die Funktion von HSF1, da aufgrund von FILIP1L der
Abbau Uber das Proteasom von HSF1 induziert wird (Hu und Mivechi 2011). Die Funktion, in
Bezug auf die CASA oder die Interaktion mit BAG3, ist dabei jedoch noch nicht abschlieRend
geklart. Um die Lokalisation von FILIP1 in Filamin-enthaltenden Lasionsberechen genauer zu
untersuchen, erfolgte die Farbung von Filamin sowie der Z-Scheiben mittels Titin. Anhand der
Filaminbildreihe, sowie der quantitativen Analyse des Filaminsignals, lasst sich die
Veranderung des Ausmales der Lasionen aufgrund von mechanmischer Belastung zeigen
(Abbildung 21). Die Lokaliation von FILIP1L ist in Abbildung 21 A dargestellt. Dabei fallt auf,

dass FILIP1L eine dem Filamin ahnliche Lokalisation aufweist. Ohne zusatzliche mechanische
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Belastung zeigt sich mit 2,96 % (x0,27 %) des FILIP1L Proteins kaum eine Lokalisaton
innerhalb der Lasionen. Erhéht man die mechanische Belastung (mild) kann ein hdchst
signifikanter Anstieg auf 6,59 % (0,45 %) beobachtet werden. Ebenfalls ist ein sehr
signifikanter Anstieg von FILIP1L in den La&sionen auf 5,31 % (£0,35 %) unter Einfluss von
twitch zu sehen. Unter damage zeigt sich ebenfalls ein signifikanter Anstieg auf
4,90 % (£0,55 %) gegenuber unbehandelten Myotuben.

Das Experiment zeigt, dass FILIP1L unter Einfluss von mechanischer Belastung in den
Filamin-enthaltenen Lasionen unter mild, twitch und damage erhéht vorliegt. Weiter zeigt sich,
dass der Anteill von FILIP1L innerhalb der Lasionen (twitch und damage) wieder leicht

rucklaufig ist.
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Abbildung 21: Einfluss auf die FILIP1L Lokalisation in Lasionen nach EPS in ausdifferenzierten
Myotuben.

A C2 Myoblasten wurden uber finf Tage zu Myotuben differenziert. Anschliel3end erfolgte
anhand der Protokolle mild, twitch und damage eine dreistindige EPS. Die als Referenz
verwendeten Myotuben wurden nicht mittels EPS stimuliert. Im Anschluss wurden die
Myotuben mit Methanol/Aceton fixiert und mittels Antikérperfarbung Titin (violett) Filamin C
(grin) und FILIP1L (rot) dargestellt. Grof3enbalken = 20 ym

B Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse des prozentualen
Anteils von FILIP1L in den Lasionen fir unterschiedliche mechanische Belastungen. Die Daten
zeigen den MW +SEM; n=5; *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001.

C Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Flache der
Filamin-enthaltenen Lasionen in Prozent flir unterschiedliche mechanische Belastungen. Die
Daten zeigen den MW +SEM; n=5; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

3.2.2 Einfluss der Mechanoadaption auf das LasionsausmaR

Wie in den vorangegangenen Experimenten eindricklich dargestellt werden konnte, komm es
immer durch eine gesteigerte mechanische Belastung zu einem massiven Anstieg des
Ausmales der Filamin-enthaltenen Lasionen (siehe 3.2.1). Eine Vielzahl, wie auch ein
grélieres Ausmalf, an Lasionen bedingt auch immer eine Erhéhung des Abbaus durch CASA,
da die Menge an mechanisch entfaltetem Filamin dementsprechend proportional zu den
Lasionen steigt. Diese Kompensation sowie die gleichzeitig nétige Neusynthese von Filamin
bendtig Energie und Ressourcen. Um zu prifen, ob Myotuben Uber Mechanismen verfigen,
welche dabei nltzlich sind, sich einer definierten und intensiven mechanischen Belastung
(3 h damage oder 5 h damage) anzupassen, wurden differenzierte Myotuben fiir 16 Stunden
prastimuliert. Die Prastimulation soll den Myotuben die Moglichkeit liefern, eine

Mechanoadaption, also eine Anpassung der Signalwege und Mechanismen an die
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mechanische Belastung durchzufiihren. Analysiert wurde die Flache der Lasionen im
Vergleich zur Gesamtflache des Ausschnittes der Myotube in Abhangigkeit von der
mechanischen Belastung (Abbildung 22).

Vergleicht man die Lasionen der Myotuben welche mit 3 h damage und nach 5 h damage
behandelt wurden, fallt auf, dass durch die Erhéhung der Dauer der mechanischen Belastung
keine Adaption, sondern eine sehr signifikante Zunahme des AusmalRes der Lasionen
beobachtet werden kann. Dies aufert sich in einem Anstieg des Anteils der Filamin-
enthaltenen Lasionen von 12,25 % (£1,03 %) fir 3 h damage im Vergleich zu
20,41 % (x1,4 %) fur 5 h damage. Werden die Myotuben 16 h prastimuliert und anschlief3end
fuir 3 h nach damage Protokoll behandelt weillen diese einen Lasionsanteil von
4,38 % (0,33 %) auf. Gegenlber Myotuben welche ohne Prastimulation einen Anteil von
12,25 % (£1,03 %) zeigen, liegt eine hochst signifikante Reduktion des Ausmafles der
Lasionen durch die Prastimulation vor.

Bei einer Behandlung mit 5 h damage liegt der Anteil der Lasionen bei 20,41 % (1,40 %). Es
zeigt sich also im Vergleich zu Myotuben, welche flr 16 h prastimuliert wurden eine sehr
signifikante Reduktion des Ausmalies der Lasionen auf 9,85 % (£1,68 %).

Dieses Experiment macht den Einfluss mechanischer Belastung auf das Ausmall der
Filamin-enthaltenen Lasionen deutlich. Dabei erdffnet sich durch Prastimulation der Myotuben
eine Mdglichkeit zur Reduktion des Ausmales der Lasionen. Das heil3t, Myotuben weilen die
Fahigkeit auf, sich mechanischer Belastung spezifisch anzupassen und so das Ausmal der

Lasionen gering zu halten und vermindern zu kdnnen.
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Abbildung 22: Einfluss mechanischer Adaption auf das Lasionsausmal} in Myotuben.

A C2 Myoblasten wurden Uber funf Tage zu Myotuben differenziert. AnschlieRend erfolgte fur
3 h oder 5 h eine Stimulation mittels damage Protokoll. Zusatzlich wurden 16 h prastimulierte
Myotuben ebenfalls fir 3 h oder 5 h mittels damage Protokoll behandelt. AnschlieRend konnten
die Myotuben mit Methanol/Aceton fixiert und mittels Antikérperfarbung Titin (rot) und Filamin
C (gran) dargestellt werden. Grdlienbalken = 20 um

B Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse des prozentualen
Anteils der Lasionen unterschiedliche mechanische Belastungen. Die Daten zeigen den
MW £SEM; n=5; **p<0,01; ***p<0,001.

3.2.3 Einfluss mechanischer Belastung auf die Lokalisation von nuklearem TDP-43 in

Myotuben

Um mdgliche Erkenntnisse zur Bildung von Aggregaten oder granuldren Strukturen in
Myotuben gewinnen zu kénnen, wurde TDP-43 mittels Antikdrperfarbung dargestellt. TDP-43
liegt unter Standardbedingungen im Nukleus vor. Hier dient es der Bewegung von RNA und
DNA. Es ist bekannt, dass wahrend der Differenzierung TDP-43 in das Zytosol Ubergehen
kann, jedoch ist dies kein Dauerzustand. So zeigen ausdifferenzierte Myotuben TDP-43 wieder
kernlokalisiert (Guerrero et al. 2016; Vogler et al. 2018). Die Lokalisation innerhalb des
Nukleus kann mittels DAPI-Farbung dargestellt werden. In Abbildung 23 zeigt sich ohne
jeglichen mechanischen Einfluss (-Prastimulation, -damage), dass in differenzierten C2
Myotuben TDP-43 stark kernlokalisiert ist. Folgend wird diese Lokalisation von TDP-43 als
Referenz betrachtet. Relativ zu unstimulierten Myotuben erfolgte eine finfstiindige EPS nach
damage Protokoll. Dabei zeigt sich ein sehr signifikanter Anstieg des zytoplasmatischen
TDP-43 auf 1,26 (£0,05) in den stimulierten Myotuben im direkten Vergleich zu unstimulierten
Myotuben (120). Aufgrund der mechanischen Belastung erfolgt somit eine Akkumulation von
TDP-43 im Zytoplasma. Die Lokalisation auferhalb des Nukleus lasst sich anhand der

Bilderreihe der merge-Darstellungen erkennen. Weiter wurde untersucht, ob eine
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Prastimulation von 16 h der Myotuben mit mild (+Prastimulation) die Lokalisation von TDP-43
beeinflusst. Es kann eine Tendenz festgestellt werden, dass es zu einem deutlich geringeren
Anstieg des zytoplasmatischen TDP-43 nach Prastimulation der Myotuben auf 1,02 (+0,10)
kommt. Erweitert man die 16 h Prastimulation um 5 h damage (+Prastimulation + 5 h damage)
zeigt sich ein signifikanter Anstieg des zytoplasmatischen TDP-43 auf 1,05 (+0,02) gegentber
unstimulierten Myotuben. Dieser geringe Anstiegt zeigt sich beim direkten Vergleich von 16 h
Prastimulation mit 1,02 (£0,10) zu 16 h Prastimulation plus 5 h damage als nicht signifikant.
Weiter kann ein signifikanter Unterschied zwischen 5 h damage mit 1,26 (£0,05) und 16 h
Prastimulation kombiniert mit 5 h damage mit 1,05 (£0,02) gezeigt werden. Hierbei kommt es
zu einer signifikanten Reduktion des zytoplasmatischen TDP-43 nach Prastimulation der

Myotuben.
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Abbildung 23: Lokalisation von TDP-43 in Myotuben und mechanoadaptierten Myotuben nach
EPS.

80



Lokalisation des mechanisch regulierten Cochaperons BAG3 und ausgewahlter Bindepartner in

Muskelzellen

A Die ausdifferenzierten Myotuben wurden nach unterschiedlichen EPS Protokollen
behandelt, zusatzlich wurde eine unstimulierte Kontrolle als Referenz verwendet. Direkt
anschlieRend an die Stimulation erfolgte die Fixierung mit PFA sowie eine Farbung der
Zellkerne mit DAPI (blau) und die Antikérperfarbung gegen TDP-43 (grun).
GroRenbalken = 20 ym

B Fir das dargestellt Saulendiagramm wurde zuvor eine quantitative Analyse des
zytoplasmatischen TDP-43 durchgefuhrt und relativ zur Kontrolle dargestellt. Die Daten zeigen
den MW +SEM; n=5; *p<0,05; **p<0,01; n. s. = nicht signifikant.
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4 Diskussion

4.1 Induktion von mechanischer Belastung in Glattmuskelzellen

Fir die Proteinhomoostase ist das Protein BAG3 unter mechanischer Belastung essenziell.
Anhand der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen, welche in dieser Arbeit
durchgefihrt wurden, konnte der Einfluss mechanischer Belastung auf die Lokalisation von
BAG3 in Glattmuskelzellen und Skelettmuskelzellen untersucht werden.

Den Kern der CASA-Maschinerie stellt BAG3 dar. Ist CASA aktiv, so zeigt sich in
Glattmuskelzellen eine Rekrutierung von BAG3 an Aktinstressfasern (Hoéhfeld et al. 2021;
Ulbricht et al. 2013a). Um den Einfluss von CASA und die Interaktionen mit moglichen
Bindepartnern zu untersuchen, wurde geprift, ob es Méglichkeiten gibt, CASA in A7r5 Zellen
spezifisch aktivieren zu kénnen (3.1.1; 3.1.2). Hierflr wurde die Kolokalisation von BAG3 und
Aktin, sofern diese zustande kommt, analysiert. Aufgrund eines Mangels an Serum (3.1.1),
also durch Erzeugen eines Hungerzustandes der Zellen, konnte keine Veranderung gezeigt
werden. Es liegt keine verstarkte Kolokalisation von BAG3 und Aktin vor. Es konnte somit in
dieser Arbeit keine spezifische oder verstarkte Lokalisation von BAG3 an Aktinstressfasern
belegt werden. Es ist bekannt, dass der Mangel von Nahrstoffen zur Induktion der
Makroautophagie fiihrt. Auf CASA konnte anhand dieses Experimentes kein Einfluss durch
Serumentzug gezeigt werden. Dies deutet darauf hin, dass die Lokalisation von BAG3 an
Aktinstressfasern unabhangig von einem induzierten Nahrstoffmangel ist.

Wie bereits unter 3.1.1 beschrieben, kann mittels LPA die Bildung von Aktinstressfasern
induziert werden. Dies hat zur Folge, dass es zu einer gesteigerten Spannung der Zelle kommt.
Die Untersuchungen der Glattmuskelzellen A7r5 konnten nach Behandlung mit LPA weder
eine Induktion der Aktinstressfaserbildung noch eine Rekrutierung von BAG3 an
Aktinstressfasern zeigen (3.1.1). Somit konnte auch durch die Behandlung von A7r5 Zellen
mit LPA keine gesteigerte CASA-Aktivitat, aufgrund der Kolokalisation von BAG3 an Aktin,
belegt werden.

Als weitere Option, mechanische Belastung in A7r5 Zellen zu induzieren, wurde Fibronektin
eingesetzt. Das extrazellulare Matrixprotein Fibronektin kann durch die Interaktion mit
Integrinen Einfluss auf das Aktinzytoskelett haben. So kann die Spannung und die Adhasion
der Zelle verstarkt werden. 3.1.2 zeigt, dass Fibronektin in der Lage ist, die Lokalisation von
BAG3 zu beeinflussen. Die Untersuchungen zeigen eine gleichmafRige und geordnete
Verteilung von BAG3. Durch Ulbricht et al. (2013a) konnte gezeigt werden, dass aufgrund der
Festigkeit des Untergrundes Glattmuskelzellen (A7r5) in der Lage sind, intrazellular
mechanische Krafte aufzubauen. Diese gesteigerte mechanische Belastung fihrt zu einer
Induktion von CASA.
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Es kann also zusammenfassend gefolgert werden, dass die CASA-Kernkomponente BAG3
weder durch Hunger noch durch Behandlung der A7r5 Glattimuskelzellen mit LPA an
Aktinstressfasern rekrutiert. Somit kann kein Einfluss anhand dieser Ergebnisse gesehen
werden. Lediglich Fibronektin fihrt zur Veranderung der Lokalisation von BAG3 und somit zu
einer Rekrutierung von BAG3 an Aktinstressfasern unter Einfluss von mechanischer

Belastung.

4.2 Einfluss des Phosphorylierungsstatus von BAG3 in Glattmuskelzellen

421 Einfluss des Phosphorylierungsstatus von BAG3 auf die Kolokalisation an

Aktinstressfasern

Die Lokalisation von BAG3 an Aktinstressfasern wird durch die mechanische Belastung
reguliert. Anhand der Untersuchungen zur Kolokalisation von BAG3 an Aktinstressfasern
konnte der Einfluss von Fibronektin gezeigt werden (3.1.2). Durch die Interaktion von
Fibronektin mit Integrinen auf der Oberflache der Zellmembran kommt es zur verstarkten
Adhasion der Zelle. Uber die Verbindung der extrazelluléren Integrine (iber Adapterproteine
mit dem Aktinzytoskelett kommt es zu einer Weiterleitung der gesteigerten mechanischen
Belastung und so schlieBlich zur Rekrutierung von BAG3. Die Quantifizierung der direkten
Kolokalisation von BAG3 mit Aktin ist unter 3.1.3 dargestellt.

Weiter kann die veradnderte mechanische Belastung auch an mechanosensitiven
Phosphorylierungsstellen gezeigt werden (3.1.3). Die ausgewahlten phosphomimetischen
BAG3 Varianten der kraftregulierten Phosphorylierungsstellen S136, T285, S289 und
T285 S289 werden unter mechanischer Belastung ebenso entlang der Aktinstressfasern
rekrutiert, wie der BAG3 WT. Dennoch liegen folgende Veranderungen vor: Die analysierten
phosphomimetischen Mutanten zeigen zwar die beschriebene Lokalisation an
Aktinstressfasern, jedoch kann nicht fir alle phosphomimetischen Mutanten der
kraftregulierten Phosphorylierungsstellen der gleiche Effekt, wie fir den BAG3 WT,
beschrieben werden. Die reduzierte Rekrutierung von BAG3 WAWA an Aktinstressfasern
konnte bereits von Kathage et al. (2017) gezeigt werden. Die Lokalisation des Serins136 der
phosphomimetische Mutante S136 ist in einem den beiden RSQS-Motiven zu finden. Es
erfolgt aufgrund der Phosphorylierung eine Interaktion mit 14-3-3 Proteinen (Xu et al. 2013).
Dies deutet darauf hin, da die Interaktion mit 14-3-3 Proteinen in Verbindung zu weiteren
Abbauwegen steht. Fur die phosphomimetischen Mutante T285A zeigt sich eine verringerte
Rekrutierung an Aktinstressfasern. Da die Reduktion der Rekrutierung an Aktin jedoch
lediglich 15 % betragt, scheint dies in dieser Arbeit keinen weiteren Einfluss zu haben. Anders
zeigt sich die phosphorylierte Form der phosphomimetischen Mutante BAG3 T285. Hier

konnte keine Veranderung Rekrutierung an Aktin gezeigt werden. Offensichtlich kommt es
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aufgrund der Phosphorylierung an T285 zu anderweitigen Reaktionen, die noch nicht
abschlielRend geklart sind. Die Lokalisation der phosphomimetischen Mutanten BAG3 S289
zeigt sowohl fur die phosphorylierte als auch die dephosphorylierte Mutante einen negativen
Einfluss auf die Kolokalisation mit Aktin. Ob die reduzierte Kolokalisation einen maf3geblichen
Effekt auf CASA oder auch andere Funktionen der Zelle aufweist, kann aus diesen Daten nicht
abschlieltend geschlussfolgert werden. Die Lokalisation der phosphomimetischen Mutanten
BAG3 T285 S289 an Aktin erfolgt unverandert und weist keinen Unterschied zum BAG3 WT
auf.

Zusammenfassend konnte eindriicklich gezeigt werden, dass die Rekrutierung von BAG3 in
A7r5 Glattmuskelzellen durch Fibronektin beeinflusst wird. Es wird der Zusammenhang der
gesteigerten mechanischen Belastung mit der Kolokalisation von BAG3 und Aktin deutlich. Es
konnte fur die phosphomimetischen Mutanten der kraftregulierten Phosphorylierungsstellen
nur geringe Abweichungen vom BAG3 WT festgestellt werden. Inwiefern diese geringen
Veranderungen der Lokalisation an Aktin einen Effekt auf Abbauwege wie CASA haben, kann
anhand dieser Daten alleine nicht abschlielsend geklart werden. Ob in diesen speziellen Fallen
CASA oder aber ein CASA ahnlicher Signalweg erfolgt, welcher BAG3 vermittelt ist, muss

somit weiter untersucht werden.

4.2.2 Ausbildung granuldarer Strukturen aufgrund der Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung von BAG3

Die Analyse und Darstellung der Kolokalisation von BAG3 an Aktinstressfasern 3.1.3 legt
nahe, dass es zu einer veranderten Struktur des BAG3 Signals kommt. Betrachtet man den
BAG3 WT zeigt sich eine gleichmafige Verteilung entlang der Aktinstressfasern. Blickt man
dagegen auf die BAG3 WAWA Mutante oder die phosphomimetischen BAG3 Mutanten, fallt
eine Veranderung der Struktur, hin zu einer granulare Struktur auf. Dies konnte ein Hinweis
auf sogenannte Stress Granula sein. Stress Granula bezeichnet Aggregate aus RNA und
Proteinen, welche durch Stress wie mechanische Belastung oder Hunger verursacht werden
kénnen. Diese Aggregate missen, um die Proteostase aufrechterhalten zu kénnen,
schlussendlich, auch mittels Autophagie, abgebaut werden (Protter und Parker 2016; van
Treeck und Parker 2019). Die Veranderung der Struktur der BAG3 WAWA Mutante lasst sich
vermutlich auf die Inhibition der Interaktion mit verschieden Bindepartnern zurickflihren. Es
kommt zu verschiedenen Einschrankungen der CASA. An die eigentliche WW Domane des
BAG3 kann beispielsweise SYNPO2, TSC1, AMOTL1 und AMOTLZ2 sowie LATS1 und LATS2
binden. Steht die WW Domane nicht mehr in voller Funktion zur Verfigung, aufiert sich dies
in Transkription, Translation und Autophagie, da in allen Bereichen BAG3 mit verschiedenen

Interaktionspartnern interagiert.
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Die phosphomimetischen Mutanten der kraftregulierten Phosphorylierungsstellen weisen
ebenfalls dieses veranderte Bild auf. Hier missen weitere Untersuchungen zeigen, ob es sich
in diesen Fallen um Stress Granula handelt oder ob es hier zu einer Bildung von Aggregaten
kommt. Dies waére beispielsweise denkbar fiir den Fall, dass die verschiedenen Varianten von
BAG3 zu einer Komplexbildung fuhren. Es zeigt sich also, dass es essenziell zum Verstandnis
der einzelnen Phosphorylierungsstellen beitragen kann, zu klaren, ob es sich bei den
auftretenden Strukturen um Stress Granula, Komplexierung von BAG3 oder anderen
Strukturen handelt. Ebenso missen weitere Untersuchungen zeigen, ob und inwiefern diese

Strukturen Abbauwege wie beispielsweise CASA beeinflussen.

4.2.3 BAG3 vermittelte Rekrutierung von TSC1

Die Interaktion von BAG3 und TSC1 erfolgt Giber die WW Doméane des BAG3. Aufgrund der
Bindung von TSC1 an BAG3 kommt es lokal zu einer Inhibition von mTOCRC1 und folgend
zur Induktion der Autophagie. Durch Mutationen innerhalb der WW Doméne (BAG3 WAWA)
kommt es zur verringerten Lokalisation von TSC1 an Aktinstressfasern. Dieser Sachverhalt ist
damit assoziiert, dass es aufgrund der veranderten WW Domane nicht weiter zur korrekten
Interaktion von BAG3 und TSC1 kommen kann. Folglich kann aufgrund der fehlerhaften
Bindung von TSC1 an BAG3 nur eine deutlich geringere Menge TSC1 an den
Aktinstressfasern lokalisiert detektiert werden (Kathage et al. 2017).

Die phosphomimetischen Mutanten der kraftregulierten Phosphorylierungsstellen S136, T285,
S289 und T285 S289 liegen alle nicht innerhalb der WW Domane. Somit ist bei den
phosphorylierten wie auch dephosphorylierten Mutanten von BAG3 die eigentliche Bindestelle
von TSC1 vorerst nicht blockiert. Die unter 3.1.4 dargestellten Ergebnisse spiegeln wider, dass
es zu keiner signifikanten Veranderung der TSC1 Lokalisation an Akin kommt. Die einzige
Ausnahme kann bei BAG3 S289A gesehen werden. Im Fall von S289A konnte bereits zuvor
gezeigt werden, dass allgemein die Rekrutierung von BAG3 an Aktin ebenfalls verringert ist.
Die verringerte Kolokalisation von BAG3 und Aktinstressfasern kénnte ein Hinweis darauf sein,
dass es auch dementsprechend zu einer verringerten TSC1 Lokalisation an Aktinstressfasern
kommen kann.

Insgesamt zeigt sich jedoch flir die anderen phosphomimetischen Mutanten ein, vom
Phosphorylierungszustand, unabhangiges Bild. Es konnte keine weitere signifikante
Veranderung aufgrund der Phosphorylierung oder Dephosphorylierung gezeigt werden. Somit
kommt es wie fur den BAG3 WT beschrieben zur Interaktion von BAG3 mit TSC1, gefolgt von
der lokalen Induktion der Autophagie. Neben der an den Aktinstressfasern lokalisierten
gesteigerten Autophagie kommt es durch Aktivierung von mTORC1 zur Translation. Diese

Ergebnisse legen nahe, dass es aufgrund der Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von
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BAG3 zu keiner Anderung der Interaktion mit TSC1 kommt. Der mTORC1 Signalweg bleibt

somit unbeeinflusst durch die phosphomimetischen Mutanten des BAG3 Proteins.

4.3 Lokalisation verschiedener Proteine in Ldsionen von elektropulsstimulierten

Myotuben

Aufgrund der Mdglichkeit, differenzierte Myotuben mittels EPS zu stimulieren, eréffnen sich
verschiedenste Untersuchungen der Zellen nach akuter mechanischer Belastung. Dabei ist
die Art der Belastung von milden Impulsen bis hin zu exzessiven Einheiten, welche zu
Zellschaden flhren, variable. Es konnte bereits durch Orfanos et al. (2016) gezeigt werden,
dass in Myotuben durch Variation der Intensitat der Stimulation, das Ausmal} der sogenannten
Lasionen beeinflusst werden kann. Lasionen (Mikroverletzungen) treten bereits durch
Kontraktion auf und beschreiben kleine Schaden einzelner Myofibrillen oder Sarkomere.
Innerhalb der Lasionen liegt mechanisch irreversibel entfaltetes Filamin vor. Dieses Filamin ist
eine der Zielstrukturen, die mittels CASA abgebaut werden. Die Funktion von CASA sowie der
CASA Kernkomponenten sind in der quergestreiften Muskulatur fir die Homobostase von
Filamin unerlasslich. Filamin lokalisiert in der quergestreiften Muskulatur an den Z-Scheiben.
Kommt es zu einer mechanischen Belastung auf3ert sich diese in der Entfaltung von Filamin.
Ist die Entfaltung von Filamin irreversibel, so kann das anhand der Lokalisation von Filamin
dargestellt werden, da funktionsloses Filamin nicht mehr an den Z-Scheiben rekrutiert vorliegt.
Um weitere Erkenntnisse zur Lokalisation der CASA Kernkomponenten BAG3 und HspB8 zu
erlangen, sollte die Lokalisation der Proteine in den Lasionen ermittelt werden. Es konnte wie
unter 3.2.1.1 beschrieben ein signifikanter Anstieg von BAG3 in den Lasionen mit steigender
mechanischer Belastung gezeigt werden. Dieser Anstieg ist vergleichbar mit dem Ausmaf der
Filamin-enthalten Lasionen (Abb. Abbildung 15 C). Es zeigt sich deutlich, dass durch ein
verstarktes Auftreten von irreversibel entfaltetem Filamin, welches abgebaut werden muss, es
zu einem Anstieg an BAG3 kommt. Dabei wird aufgrund der Lokalisation innerhalb der
Lasionen deutlich, dass es zu CASA oder einem anderen BAG3 vermittelten Abbau kommt.

Durch die Arbeiten von Lohanadan et al. (2021) konnte gezeigt werden, dass es in
Abhangigkeit der Isoform des SYNPO2 Proteins zu verschiedenen Funktionen des SYNPO2
Proteins kommt. Das Resultat dieser Untersuchungen ist, dass SYNPO2b ohne Einfluss
mechanischer Belastung in den Z-Scheiben lokalisiert ist. Da SYNPO2b auch eine
Komponente des CASA-Komplexes darstellt und mit BAG3 interagiert, kommt es somit
vermutlich zum autophagischen Abbau der CASA-Zielstrukturen. Erféahrt die Zelle eine
mechanische Belastung, konnte durch Lohanadan et al. (2021) gezeigt werden, dass innerhalb
der Lasionen vermehrt die Isoform SYNPO2e vorliegt. Hierbei wird fir diese Isoform

besonders die Stabilisierung sowie eine schitzende Funktion der Myofibrillen betont.

86



Lokalisation des mechanisch regulierten Cochaperons BAG3 und ausgewahlter Bindepartner in

Muskelzellen

Zusammenfassend kann SYNPO2e eine deutlich dynamischere Rolle, unter Einfluss von
mechanischer Belastung, zugesprochen werden. SYNPO2b verbleibt dagegen auch unter
Einfluss von mechanischer Belastung an den Z-Scheiben und kann dort beispielsweise mit
BAG3 interagieren. Betrachtet man nun die Untersuchungen dieser Arbeit zu BAG3 (3.2.1.1),
zeigt sich auch hier unter steigender mechanischer Belastung eine klare Dynamik. Die
Lokalisation des BAG3 Protein nimmt innerhalb der Lasionen zu. Es liegt nahe, dass es in den
Lasionen zu einer Interaktion von BAG3 mit SYNPO2e kommt. Dies kann zur
Aufrechterhaltung der Homdéostase innerhalb der Lasionen beitragen und so eine protektive
Wirkung auf die Zelle haben. Weiter kann das an den Z-Scheiben verbliebene BAG3 mit
SYNPO2b interagieren und so den autophagischen Abbau durch CASA erhalten.

Eine weitere Kernkomponente von CASA stellt das Protein HspB8 dar. Fir HspB8, welches
direkt mit BAG3 interagieren kann, konnte nicht gezeigt werden, dass es unter Einfluss von
mechanischer Belastung zu einer Steigerung der Lokalisation des HspB8 Proteins innerhalb
der Lasionen kommt. (3.2.1.2). Anhand der Ergebnisse lasst sich auf eine Entkopplung von
HspB8 schliel®en. Die durch Lohanadan et al. (2021) erlauterte Interaktion von BAG3 mit
SYNPO2b in den Z-Scheiben wird durch mechanische Belastung nicht weiter beeinflusst. Fur
HspB8 zeigt sich ein ahnliches Verhalten und verhalt sich somit nicht mit gleicher Dynamik wie
SYNPO2e oder BAG3. Dies wirde die Annahme unterstitzten, dass es innerhalb der
Lasionen zu einem Austausch von HspB8 durch einen anderen BAG3 Bindepartner kommt.
Ob es aufgrund dessen zu einer Reduktion des Abbaus durch CASA innerhalb und auRerhalb
der Filamin-enthaltenen Lasionen kommt, muss weiter untersucht werden.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass es zu Veranderungen der
Zusammensetzung des CASA-Komplexes, aufgrund von mechanischer Belastung, kommt. Ob
dieser veranderte Abbauweg aufgrund von mechanischer Belastung komplett von CASA
abweicht und somit einen weiteren, unabhangigen Abbauweg darstellt, oder ob CASA in
veranderter Form vorliegt, ist noch nicht abschlieliend geklart.

Fir einen veranderten Abbau durch CASA spricht weiter, dass neben HspB8 auch HspB5 mit
BAG3 direkt interagieren kann (Rauch et al. 2017). Unter 3.2.1.3 zeigt sich mit steigender
mechanischer Belastung eine signifikante Steigerung des Signals innerhalb der Lasionen.
Somit kann eine dynamische Lokalisation des HspB5 Proteins gezeigt werden. Es ist ferner
bekannt, dass kleinen Hitzeschockproteine zwar alle eigene Funktionen besitzen, dennoch
sind teilweise Uberlappungen der Funktionen zu beobachten. Fiir HspB5 ist ebenfalls eine
Interaktion mit Hsp70 beschrieben und zusatzlich wird HspB5 mit der Faltung von Proteinen
assoziiert (Tanguay und Hightower 2015). Aufgrund der gesteigerten Lokalisation innerhalb
der Filamin-enthaltenen Lasionen unter mechanischer Belastung kann hier HspB5 zur
Stabilisation der Sarkomere beitragen. Weiter legt dies die Vermutung nahe, dass HspB5

einen alternativen Bindepartner zu HspB8 darstellt. Weitere Analysen missen zeigen, ob es
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zwischen BAG3, HspB5 sowie SYNPO2e zu einer Interaktion kommt und so der Abbau des
Filamins innerhalb der Lasionen mittels CASA ermdglicht wird. Alternativ ist es moglich, dass
durch die Zusammenarbeit verschiedener Chaperone auch der Abbau von Filamin Uber
weitere Wege erfolgen kann. Das entfaltete Protein kann so Uber HspB5 oder andere
Chaperone lediglich stabilisiert werden, sodass es nicht zur Bildung unldslicher Aggregate der
Proteine kommt.

Wie HspB5 kann auch HspB1 mit BAG3 interagieren. Fir HspB1 sind ebenfalls protektive
Funktionen wie fur HspB5 beschrieben (Collier et al. 2019). So ist es naheliegt, dass auch
dieses kleine Hitzeschockprotein anstelle von HspB8 oder HspB5 mit BAG3 interagieren kann
und so zum Abbau oder zur Stabilisation von entfaltetem Filamin nach mechanischer
Belastung fluihren kann. Aufgrund eines ersten Eindrucks der Lokalisation von HspB1 konnte
keine spezifische Akkumulation unter akuter mechanischer Belastung innerhalb der Lasionen
erkannt werden (siehe 3.2.1.4). Es zeigt sich bei den kleinen Hitzeschockproteine ein
ahnliches Verhalten wie bei den SYNPO2 Isoformen (Lohanadan et al. 2021). So ware ein
denkbares Modell, dass unter mechanischer Belastung innerhalb der Lasionen besonders
HspB5, welches sich aulierst dynamisch zeigt, zur Stabilisierung beitragt, hingegen HspB1
eher undynamisch und Z-Scheiben lokalisiert ist. Dies wurde fur eine Beteiligung von HspB1
am autophagischen Abbau (CASA) sprechen. Diese These muss besonders fir das Protein
HspB1 durch weitere quantitative Analysen abschlielend geklart werden. Weiter muss
untersucht werden, ob es zu keiner spezifischen Steigerung von HspB1 innerhalb der
Lasionen unter steigender mechanischer Belastung kommt. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass durch den Einfluss von akuter mechanischer Belastung ein Abbau durch CASA verstarkt
an den Z-Scheiben erfolgt, innerhalb der Lasionen jedoch primar ein protektiver Mechanismus,
zum Schutz der Struktur, zum Einsatz kommt. Da der Abbau nicht ganzlich zum Erliegen
kommt, missen alternative Signalwege, in welche BAG3 wie auch die unterschiedlichen
kleinen Hitzeschockproteine involviert sind, genauer analysiert werden.

Auch das Protein XIN/XIRP2 interagiert mit Filamin. Dabei ist XIN/XIRP besonders fir den
Erhalt des Zytoskeletts verantwortlich und lokalisiert mit Filamin in den Z-Scheiben. Kommt es
zu einer Beschadigung (Lasion) oder einer Veranderung der Struktur der Sarkomere, kommt
XIN/XIRP2 besonders innerhalb dieser Strukturen vor (Eulitz et al. 2013; van der Ven et al.
2006). Wie unter 3.2.1.5 dargestellt ist, erfolgt mit steigender mechanischer Belastung auch
eine verstarkte Lokalisation von XIN/XIRP2 innerhalb der Lasionen. Ahnlich wie das
dynamische Verhalten, welches fir SNYPO2e beschrieben ist (Lohanadan et al. 2021), liegt
hier die Vermutung nahe, dass somit die Struktur und Stabilitdt der Sarkomere
aufrechterhalten wird. Da XIN/XIRP2 malfigeblich am Umbau der durch mechanische
Belastung ausgeldsten Lasionen beteiligt ist, ist es naheliegend, dass XIN/XIRP2 eine

Filamin-stabilisierende Funktion Ubernimmt, welche ahnlich den Funktionen der kleinen
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Hitzeschockproteine ist. Somit besteht die Mdglichkeit, dass anschlieRend der Abbau durch
CASA erfolgen kann. Die so entstehende Kooperation von XIN/XIRP2 mit BAG3 muss in
weiteren Analysen genauer betrachtet werden.

Durch die Arbeit von Reimann et al. (2020) konnte gezeigt werden, dass auch ein
FILIP-vermittelter Abbau von Filamin C in Muskelzellen erfolgen kann. Dabei kommt es zur
Interaktion von FILIP mit einer mechanisch regulierten Ig-Domane des Filamin C. Meist wurde
lediglich der Abbau von Filamin A in nicht Muskelzellen durch FILIP beschrieben und
untersucht. Die Erkenntnis, dass es auch in der quergestreiften Muskulatur zu einem FILIP
vermittelten Filamin C Abbau kommen kann, fuhrte dazu, dass weitere Analysen zu FILIP nétig
waren. In dieser Arbeit war speziell die Lokalisation innerhalb der Lasionen von besonderem
Interesse. Die Lokalisation innerhalb der Filamin-enthaltenen Lasionen wuirde hier fur eine
Interaktion von FILIP mit dem Abbau von Filamin sprechen, da ein signifikanter Anstieg von
FILIP, unter mechanischer Belastung, innerhalb der Lasionen gezeigt werden konnte (3.2.1.6).
Auch hier zeigt sich also eine gewisse Dynamik der Lokalisation von FILIP nach mechanischer
Belastung. Dies deutet darauf hin, dass auch FILIP einen relevanten Beitrag zum Erhalt der
Filaminhomoostase innerhalb der Lasionen leisten.

Zusammenfassend zeigt sich ein signifikanter Anstieg von HspB5, FILIP und BAG3 innerhalb
der Lasionen unter Steigerung der mechanischen Belastung. Ob eine direkte Interaktion der
Proteine erfolgt, ist aktuell noch nicht eindeutig geklart und muss weiter analysiert werden. Es
kommt jedoch zum Abbau von mechanisch irreversibel entfaltetem Filamin. In diesen Abbau
sind die genannten Proteine involviert, auch wenn nicht abschlieend geklart ist, inwiefern die
Proteine in unterschiedliche oder gleiche Abbauwege involviert sind und miteinander
interagieren.

Neben FILIP wurde auch FILIP1L genauer analysiert (siehe 3.2.1.7). Die Bildung von
Hitzeschockproteinen erfolgt aufgrund des Transkriptionsfaktors HSF1. FILIP1L ist fir den
Abbau Uber das Proteasom des HSF1 verantwortlich (Hu und Mivechi 2011). Fur FILIP1L
konnte, unter sehr mildem EPS, ein massiver Anstieg innerhalb der Lasionen gezeigt werden.
Erfolgt eine starkere Stimulation geht der Anteil von FILIP1L innerhalb der L&sionen wieder
leicht zurlck. Inwiefern sich FILIP1L auf den Abbau von HSF1 in mechanisch belasteten
Myotuben auswirkt muss weiter untersucht werden. Auch ob dieser Signalweg mit BAG3 in
direkter Verbindung steht kann aus dieser Arbeit nicht geschlossen werden und ist
Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Insgesamt zeigt sich also, dass es aufgrund der mechanischen Belastung zur Steigerung der
Lokalisation von BAGS3, HspB5, XIN/XIRP2, FILIP1 und FILIP1L innerhalb der Lasionen
kommt. Die in der Literatur aufgefuhrten Moglichkeiten der Interaktion von BAG3 mit weiteren
kleinen Hitzeschockproteinen legt nahe, dass HspB8 austauschbar ist und es dennoch zu

einem autophagischen Abbau Uber BAG3 kommt. Auch die Interaktion von FILIP mit Filamin
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kann auf den Abbau von mechanisch entfaltetem Filamin hinweisen. Zusatzlich konnte durch
Lohanadan et al. (2021) gezeigt werden, dass es unter mechanischer Belastung zu einem
differenziellen Verhalten mit unterschiedlichen Funktionen von SYNPO2 Isoformen kommt.
Diese Model kann mdglicherweise auch auf die hier analysieren Proteine Ubertragen werden.
Dies wiirde zur Folge haben, dass unter mechanischer Belastung, besonders dynamische
Proteine wie BAG3, HspB5, FILIP und XIN/XIRP2 verstarkt in den Filamin-enthaltenen
Lasionen vorliegen und hier Funktionen zur Stabilitdt und dem Erhalt der Struktur beitragen.
Hingegen zeigen Z-Scheiben lokalisierte CASA-Komplex Komponenten verstarkt Funktionen
des autophagischen Abbaus. Dieses weniger dynamische Verhalten dieser Proteine wie
HspB8, SYNPO2b, mdglicherweise auch HspB1 wiirde zum Aufrechterhalten der Proteostase
beitragen. Abschlielend ist jedoch noch nicht ganzlich klar, ob es zwischen FILIP und BAG3
zu einer direkten Interaktion kommt. Innerhalb der Lasionen akkumuliert XIN/XIRP2. Inwiefern
die Aufgaben von XIN/XIRP2 zur Umbildung und Wiederherstellung der korrekten Struktur der
Sarkomere in Assoziation mit BAG3 oder der Autophagie steht, muss weiter untersucht

werden.

44 Mechanoadaption in Myotuben

Ausdifferenzierte Myotuben besitzen die Fahigkeit zur Kontraktion. Durch den Einsatz von
mildem EPS kann die Bildung der Sarkomere positiv beeinflusst und unterstitzt werden. Es
zeigt sich beispielsweise fir BAG3 nach EPS eine Veranderung im Phosphorylierungsstatus
mechanisch  regulierter  Phosphorylierungsstellen.  Auch  konnte anhand  von
Phosphoproteomik gezeigt werden, dass durch die Anwendung von EPS Veranderungen im
Proteom der Myotuben erfolgen (Reimann et al. 2017). Weiter konnte gezeigt werden, dass
die Reaktion der Myotuben nach mechanischer Belastung, durch die Intensitat der Belastung
bestimmt wird. Die Veranderung und das Ausmal der Schadigungen (Lasionen) in Myotuben,
welche durch akute mechanischer Belastung entstehen, konnte von Orfanos et al. (2016)
belegt werden. Weiter wurde durch Orfanos et al. (2016) gezeigt, dass nicht nur die Intensitat,
sondern ebenso die Dauer der Belastung zu einem signifikanten Anstieg des Ausmalies der
Lasionen fuhrt. In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Prastimulation der Myotuben genauer
analysiert. Es zeigt sich, wie unter 3.2.1 zu sehen, eine unterschiedliche intensive Auspragung
der Lasionen aufgrund der Art der mechanischen Belastung. Die Anwendung von mildem EPS
Uber eine lange Dauer (16-24 h) fordert die Ausbildung der Sarkomerstruktur. Dies lasst
vermuten, dass es bereits hier zu einem Anstieg der CASA Komponenten kommen kénne. Die
vorangegangenen Analysen konnten bereits die Anwesenheit verschiedener
CASA-Komponenten innerhalb der Lasionen, aufgrund von starkerer mechanischer Belastung

(twicht und damage) sowie eine Dynamik der Proteine feststellen. Ebenfalls konnte unter
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3.2.1.2 gezeigt werden, dass es unter akuter mechanischer Belastung (damage EPS) zu einer
Entkopplung der CASA Komponente HspB8 und somit zu einer Anderung von CASA kommt.
Anhand der Prastimulation sollte nun geprift werden, ob mittels mildem EPS ein Einfluss auf
das Ausmal} der Beschadigungen durch mechanische Belastung erfolgt. 3.2.2 zeigt, dass es
aufgrund der Prastimulation von 16 h zu einer signifikanten Reduktion des Ausmales der
Lasionen der Myotuben kommt. Kommt es nach erfolgter Prastimulation zu einer akuten
mechanischen Belastung (damage EPS) kénnen die Myotuben diese Belastung signifikant
besser bewaltigen. Dies zeigt sich im signifikant verringertem Ausmaf} der L&sionen im
direkten Vergleich zu Myotuben, welche keine Prastimulation erfahren haben. Dieser
Schutzmechanismus gibt einen Hinweis auf die Aktivitdt von CASA oder weitere protektive
Mechanismen. Das heil3t abschlieliend, es besteht die Mdglichkeit im Akutfall von starker
mechanischer Belastung verstarkt mechanisch entfaltetes Filamin abzubauen und so die
Filaminhomoostase aufrechtzuerhalten. Es ist somit nach erfolgter Prastimulation und damit
einer mechanoadaption der Myotuben mdglich einer intensiveren mechanischen Belastung
standzuhalten. Auch konnte gezeigt werden, dass dieser mechanoprotektive Mechanismus
begrenztist. Durch die Steigerung der Dauer der akuten mechanischen Belastung zeigen sich
verstarkt Lasionen und das Ausmal} des Schadens an der Myotube steigt. Somit obliegt der
Myotube nur eine limitierte Moglichkeit zum Schutz gegenuber akuter mechanischer
Belastung. Inwiefern sich die Prastimulation auf die zuvor beschriebene Entkopplung von
HspB8 und damit verbundenen alternativen Bindepartner fir BAG3 im Zuge von CASA ergibt
mussen weitere Untersuchungen abschlieRend klaren. Ebenso muss die zuvor untersuchte
Dynamik der unterschiedlichen Proteine unter Einfluss der Prastimulation beschrieben

werden.

4.5 Bildung von Myo-Granula in Myotuben unter Einfluss von mechanischer

Belastung

Ein weiterer Mechanismus, welcher zur Reaktion auf akuten mechanischen Stress erfolgt, ist
die Bildung sogenannter Myo-Granula. Dabei kommt es zur Bildung von Aggregaten um das
Protein TDP-43. Normalerweise liegt das Protein TDP-43 im Zellkern vor. Zu seinen Aufgaben
gehort der Transport von RNA. Bereits wahrend der Differenzierung von Myoblasten zu
Myotuben kommt es zur Veranderung der Lokalisation. Dabei unterstitz TDP-43 die Bildung
der Sarkomere, indem es mMRNA zur korrekten Ausbildung von verschiedenen
Sarkomerstrukturen aus dem Kern in das Zytoplasma lokalisiert. Die Ausbildung dieser
Strukturen ist jedoch nicht nur wahrend der Differenzierung nétig, sondern auch nach
Beschadigung. Somit ist TDP-43 auch fir Reparaturen in differenzierten Myotuben nétig.

Allerdings kann ein massiver Anstieg von TDP-43 auch negative Folgen haben. Dabei kommt
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es zu einem Anstieg von unldslichen Aggregaten aus TDP-43 und RNA. Die Bildung solcher
unléslichen Aggregate kann mit einer steigenden Beschadigung der Myotuben aufgrund von
mechanischer Belastung assoziiert werden (Vogler et al. 2018). Um zu analysieren, ob es
unter mechanischer Belastung zu einer Veranderung der Lokalisation und dem Ausmal} der
Veranderung kommt, wurde TDP-43 genauer untersucht (3.2.3). Es konnte in
ausdifferenzierten Myotuben eine starke Lokalisation im Nukleus beobachtet werden. Dies
zeigt an, dass es in diesem Zustand weniger zu Reparaturen der Struktur kommt und die
Differenzierung abgeschlossen ist. Aufgrund von akutem mechanischem Stress kann eine
Veranderung der Lokalisation ins Zytoplasma deutlich gesehen werden. Aufgrund der
gesteigerten mechanischen Belastung liegt die Vermutung nahe, dass sich unter diesen
Bedingungen zusatzlich unlésliche Aggregate bilden und die entstandenen Myo-Granula nicht
abgebaut werden kann. Hierfir missen allerdings weiter Analysen der Myo-Granula erfolgen.
Durch die Mechanoadaption also eine Prastimulation der Myotuben kann auch hier ein Schutz
vor dem massiven Anstieg der Myo-Granula beobachtet werden. Um abschlieRende Aussagen
zur Loslichkeit der Aggregate machen zu kénnen, missen weitere Untersuchungen angestellt
werden. TDP-43 muss hier von unldslichen Aggregaten separat betrachtet werden, da unter
Standardbedingungen auch TDP-43 nétig ist, um weitere Reparaturen durchfuhren zu knnen
und nicht nurinnerhalb der aggregierten Strukturen vorliegt. Auch muss hier analysiert werden,
ob weitere Proteine in den Aggregaten detektierbar sind. Es kann gerade bei unldslichen
Aggregaten vorkommen, dass nicht nur mRNA innerhalb der Aggregate zu finden ist, sondern
zusatzlich weitere Proteine vorliegen. Mdglicherweise kann hier auch eine Verbindung zu
weiteren Komponenten der CASA-Maschinerie oder zu BAG3 Interaktionspartnern hergestellt

werden.
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4.6 Zusammenfassung und Ausblick

Es war fir Glattmuskelzellen bekannt, dass es unter mechanischer Belastung zu einer
Lokalisation von BAG3 an Aktinstressfasern kommt (Kathage et al. 2017). Auch die in dieser
Arbeit untersuchten phosphomimetischen Mutanten kraftregulierter Phosphorylierungsstellen
zeigen die Lokalisation an Aktinstressfasern. Die Lokalisation alleine gibt jedoch keinen
weiterflhrenden Aufschluss auf potenziell veranderte Mechanismen. Aufgrund der
Untersuchungen zur Lokalisation von TSC1 konnte gezeigt werden, dass es zu keiner
veranderten Rekrutierung der phosphomimetischen BAG3 Mutanten kommt. Dies legt die
Annahme nahe, dass sowohl die Aktivierung von mTORC1 erfolgt, wie auch folgend die
Translation nicht unterbunden wird. Offen bleibt die Frage nach weiteren Bindepartner von
BAG3. Aufgrund der phosphomimetischen Mutation miissen weiterfihrende Analysen zeigen,
ob es zu Einschrankungen der jeweiligen Interaktionen kommt.

Fur quergestreifte Muskelzellen wurde bereits gezeigt, dass es unter mechanischer Belastung
zur Entstehung Filamin-enthaltener Lasionen kommt (Orfanos et al. 2016). Dabei spielen nicht
nur Intensitat, sondern auch die Dauer der mechanischen Belastung eine essenzielle Rolle.
Die Experimente dieser Arbeit zeigen, dass es unter verschieden intensiven mechanischen
Belastungen zur Bildung der Filamin-enthaltenen L&sionen kommt und verschiedene,
potenzielle BAG3 Interaktionspartner in ihrer Lokalisation beeinflusst werden.

BAG3 zeigt ein sehr dynamisches Verhalten und wird, nach mechanischer Belastung, verstarkt
in Lasionen lokalisiert. HspB8 dagegen zeigt nicht dieses Verhalten und es kommt zu keiner
Anderung der Lokalisation durch mechanische Belastung. Dies deutet auf die Entkopplung
von HspB8 hin. Fur HspB5 dagegen zeigt sich, wie auch fur BAG3, die gesteigerte Lokalisation
innerhalb der Lasionen. Dies weist darauf hin, dass BAG3 die Moglichkeit besitzt, mit weiteren
kleinen Hitzeschockproteinen, wie HspB5, zu interagieren. Hier missen weitere Experimente
klaren, wie genau diese Interaktion erfolgt. Ebenso muss dies flir HspB1 weiter untersucht und
quantifiziert werden. Ferner muss auch die Funktion von CASA aufgrund der moglichen
geanderten Interaktion von BAG3 mit weiteren kleinen Hitzeschockprotein genauer betrachtet
werden.

Far FILIP und XIN/XIRP2 kann die gleiche Dynamik und somit eine gesteigerte Lokalisation
innerhalb der Lasionen nach mechanischer Belastung beschrieben werden. Es ist durchaus
moglich, dass diese Proteine besonders zur Stabilisierung er Myotuben beitragen. Eine
Stabilisierung der beschadigten Strukturen ist deshalb so bedeutsam, da es aufgrund der
Beschadigung auch zu beispielsweise unloslichen Aggregaten kommen kann. Fur FILIP ist
bekannt, dass es den Abbau von mechanisch beschadigtem Filamin unterstitz. XIN/XIRP2 ist

an der Stabilisierung sowie dem Umbau der beschadigten Sarkomere beteiligt. Hier missen
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weiter Experimente klaren, ob es zu einer direkten Interaktion mit BAG3 kommt und inwiefern
hier CASA oder eine andere Form des Abbaus des beschadigten Filamins beteiligt ist.

Da auch die Intensitat der mechanischen Belastung eine essenzielle Rolle fir das Ausmalf}
der Lasionen spiel, wurde der Einfluss der Prastimulation genauer untersucht. Dabei konnte
gezeigt werden, dass es aufgrund der Prastimulation der Myotuben zur Protektion vor
Lasionen kommt. Diese Arbeit konnte zeigen, dass das Ausmal} der Lasionen aufgrund der
Prastimulation mit anschlieRender starker mechanischer Belastung signifikant reduziert
wurde. Diese mechanoprotektive Funktion muss nun folgend genauer betrachte werden.
Dabei kann die Lokalisation der zuvor untersuchten Proteine Aufschluss Uber weiter
Veranderungen und das dynamische Verhalten der Proteine geben. Die Untersuchungen
dieser Arbeit und weiterflihrender Experimente kénnen dazu beitragen, weiteres Wissen zu
generieren und so ein hdheres Verstandnis zur Filaminhomdostase sowie der Funktionen von
CASA zu entwickeln.
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Anhang

Vektorkarte pCMV-TAG2B-BAG3
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