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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Zelle als kleinste Einheit eines Organismus ist auf die dynamische Erhaltung ihrer
Proteinausstattung - des Proteoms - angewiesen. Nur so kann sie sich an aul3ere Reize, wie
mechanische Belastung und Umwelteinfliisse, aber auch an Zell- und Gewebe-spezifische
Veradnderungen anpassen. Die Gesamtheit der Prozesse, die bei der Proteom-Erhaltung eine
Rolle spielen, werden unter dem Begriff der Proteostase zusammengefasst. Wichtig ist dabei
vor allem das Ausbalancieren von Proteinsynthese und Proteinabbau. Fir die Proteostase
unter mechanischer Belastung spielt in Muskelzellen das Protein Bcl2 associated
anthanogene 3 (BAG3) eine wichtige Rolle. BAG3 vermittelt den Abbau von mechanisch
beschadigten Zytoskelettproteinen durch die sogenannte Chaperon-assistierte selektive
Autophagie (CASA), bei der abzubauendes Material von Membranen umschlossen und dann
zu Abbauorganellen, den Lysosomen, transportiert wird. Gleichzeitig stimuliert BAG3 durch
die Regulation bestimmter Signalwege die Neusynthese von Zytoskelettproteinen und erhalt
so die Zellstruktur unter mechanischem Stress. Ein wichtiger Teil der Funktion von BAG3
beruht auf der Fahigkeit mit molekularen Chaperonen zu interagieren, welche entfaltete
Proteine in der Zelle binden. Tatsachlich besteht der CASA-Komplex aus BAG3, dem
Chaperon und kleinen Hitzeschockprotein HSPB8, dem Chaperon HSP70 und der HSP70-
assoziierten Ubiquitin-Ligase CHIP. Letztere ist in der Lage an Komplex-gebundene, entfaltete
Proteine ein Abbausignal in Form einer Kette von Ubiquitin-Molekilen anzuhédngen und so
eine Entsorgung durch CASA einzuleiten. Durch diesen Mechanismus wird das Aktin-

vernetzende Zytoskelettprotein Filamin nach einer mechanischen Schadigung abgebaut.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine eingehende zellbiologische und biochemische
Analyse der BAG3-Proteostase-Maschinerie in Maus-Skelettmuskelzellen durchgefihrt. Die
Zellen wurden in Kulturschalen zu Myotuben differenziert und dann durch elektrische
Pulsstimulierung (EPS) zur Kontraktion gebracht. Abhangig von den gewahlten EPS
Parametern konnten kraftinduzierte Anpassungsvorgénge der Proteostase untersucht werden.
Durch siRNA-vermittelte Depletion einzelner Proteine wurde deren Bedeutung fur die

mechanische Stressbewaltigung analysiert.

Die durchgefiuihrten Arbeiten erlaubten es neben Filamin weitere, neue Klientenproteine zu
identifizieren, die in Muskelzellen mittels CASA abgebaut werden. Zudem konnte gezeigt
werden, dass unter akutem mechanischem Stress der konventionelle CASA-Abbauweg
abgestellt wird. BAG3 kooperiert dann nicht mehr mit HSPB8 sondern mit anderen kleinen
Hitzeschockproteinen und dem Protein FILIP1, um eine Entsorgung mechanisch beschadigter

Proteine zu gewahrleisten.




Zusammenfassung

Die Arbeiten belegen eine aulierst komplexe Regulation der BAG3-Proteostase-Maschinerie
in Muskelzellen wahrend der Differenzierung und unter mechanischem Stress. Es konnten
neue Klientenproteine identifiziert werden, die einem BAG3-vermittelten Abbau unterliegen,
und eine unerwartete Variabilitdt in Bezug auf BAG3-vermittelte Autophagie-Wege wurde
aufgedeckt. Die erzielten Befunde tragen zu unserem Verstdndnis von humanen
Erkrankungen bei, die auf einer gestorten BAG3-vermittelten Proteostase beruhen, wie zum

Beispiel bestimmten Muskelschwachen bei Kindern und der Herzinsuffizienz.
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1 Einleitung

1.1 Proteostase

Protein-Homoostase (Proteostase) basiert auf einem Gleichgewicht zwischen der
Proteinsynthese, bestehend aus Transkription und Translation, und dem Proteinabbau. Die
Proteostase ermoglicht es der Zelle sich an biotische und abiotische Faktoren wie
beispielsweise Hitzestress oder mechanische Belastung anzupassen und damit die zellulare
Integritat zu erhalten (Hipp et al.,, 2019). Proteine missen sich in ihre korrekte
dreidimensionale Struktur falten, um ihre biologischen Funktionen in der Zelle ausiiben zu
kénnen (Balch et al., 2008). Wenn ein Protein seine korrekte dreidimensionale Struktur nicht
annehmen kann, besteht die Gefahr der Bildung von Proteinaggregaten, die fir die Zelle
toxisch sein konnen. Verschiedene Faktoren wie mechanischer oder oxidativer Stress
konnen zur Entfaltung von Proteinen beitragen (Arndt et al., 2010; Korovila et al., 2017). Auch
bei der Neusynthese von Proteinen kann es zur Bildung von aggregationsanfalligen Proteinen
in der Zelle kommen. Ein Netzwerk aus molekularen Chaperonen, welche entfaltete Proteine
erkennen, und Proteinabbau-Systemen wirkt tblicherweise der Proteinaggregation entgegen
(Hartl et al., 2011; Kim et al., 2013)(Abb. 1).

faltender degradierender
Chaperon- Chaperon-
Komplex entfaltetes Protein Komplex
Co- v
Chaperon
o < _
Chaperon -’
/_& ~ ~
Lysosom/
Proteasom Autophagie
Faltung Aggregation Abbau

Abbildung 1: Proteostase.

Proteine werden nach ihrer Synthese oder nach einer Beschadigung Chaperon- vermittelt in ihre native Form
gefaltet. Durch verschiedene Einflisse kann es zur Entfaltung oder Beschadigung von Proteinen kommen. Die
Proteinaggregate sind fur die Zelle toxisch und werden durch degradierende Chaperon-Komplexe proteasomal
oder lysosomal/autophagisch abgebaut.
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Ist dieses Proteostase-Netzwerk gestort, kommt es zur Aggregation fehlgefalteter Proteine in
der Zelle und damit h&ufig zu schwerwiegenden Krankheiten. Viele neurodegenerative
Krankheiten wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson sind auf eine dysfunktionale
Proteostase zurlickzufiihren, aber auch verschiedene Muskelerkrankungen gehen mit einer
Proteinaggregation und gestdrten Proteostase einher (Hipp et al., 2019). Diese Krankheiten
treten haufig auch mit zunehmendem Alter auf, was auf eine altersbedingte Einschrénkung
der Proteostase hindeutet (Balch et al., 2008; Klaips et al., 2018).

1.2 Das Chaperon der HSP70-Familie

Als Chaperone werden Proteine bezeichnet, die mit anderen Proteinen interagieren und
diesen helfen in ihre dreidimensionale Struktur zu falten, ohne dabei selbst Teil des Proteins
oder der endgultigen Proteinstruktur zu sein (Hartl, 1996; Kim et al., 2013). Viele Vertreter
dieser Proteinfamilie werden als Stressproteine oder Hitzeschockproteine (HSP) bezeichnet,
da diese haufig unter Stressbedingungen vermehrt synthetisiert werden (Hartl et al., 2011;
Hipp et al., 2019). Chaperone werden nach ihrem molekularen Gewicht eingeteilt (HSP40,
HSP70, HSP90). Das Chaperon der HSP70-Proteinfamilie ist an der Faltung neu-
synthetisierter Proteine, der Riickfaltung von beschadigten Proteinen, sowie am Erhalt der
Proteinkonformation von bestehenden Proteinen beteiligt (Hipp et al., 2019). Vertreter der
HSP70 Chaperone sind zum Teil konstitutiv exprimiert, um wichtige Haushaltsfunktionen zu
erfillen, wahrend andere HSP70-Familienmitglieder zum Beispiel durch Hitzestress
induzierbar sind. HSP70-Proteine bestehen aus einer N-terminalen Nukleotidbindedoméane
und einer C-terminalen Substratbindungsdoméane (Mayer and Bukau, 2005). HSP70 bindet
in dynamischer Weise an hydrophobe Bereiche entfalteter Proteine. Der Bindungs- und
Freigabezyklus des Substratproteins wird durch das Umschalten von HSP70 zwischen ATP-
gebundenen Zustand mit niedriger Substrat-Affinitdt und dem hochaffinen ADP-gebundenen
Zustand gesteuert. Somit ist die ATP-Bindung und Hydrolyse essentiell fur die
Chaperonaktivitat von HSP70-Proteinen (Esser et al., 2004; Jeng et al., 2015; Mayer and
Bukau, 2005).

1.2.1 HSP70-Cochaperone

Der Begriff Cochaperone bezeichnet Proteine, die die Funktion der Chaperone und die

Bindung dieser an das Substrat regulieren. Einige Cochaperone kénnen auch selbst
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Chaperonaktivitat besitzen und mit einem Substrat direkt interagieren (Caplan, 2003). Um die
vielfaltigen zellularen Aufgaben von HSP70 zu ermdglichen, wird eine genaue Regulation der
HSP70 Aktivitat benétigt. Die Proteine der HSP40-Familie, auch bekannt als J-
Démanenproteine (JDPs), haben eine Schlisselrolle in der Regulation der HSP70-Aktivitat
(Faust et al., 2020). JDPs sind Multidomeanenproteine, die durch die konservierte J-Doméne
an die Schnittstelle zwischen der Nukleotidbindedomé&ne und der Substratbindedoméane von
HSP70 binden. Darliber hinaus binden die J-Proteine auch an ungefaltete Proteine, um
Proteinaggregation zu verhindern und rekrutieren HSP70 zu diesen Substratproteinen. Das
Chaperon HSP40 beschleunigt den ATPase-Zyklus von HSP70 und stabilisiert die HSP70-
Substrat Interaktion (Jeng et al.,, 2015). Die nachfolgende Bindung von Nukleotid-
Austauschfaktoren (NEFs) an die Nukleotidbindedomane von HSP70 katalysiert wiederum
die Substratfreigabe (Kim et al., 2013). Kénnen fehlgefaltete oder entfaltete Proteine nicht
mehr in ihre funktionelle Form zurtickgefaltet werden, ist das HSP70-System in der Lage, mit
dem proteasomalen oder autophagischen Abbausystem bei der Proteinentsorgung zu
kooperieren (Hartl et al., 2011; Kim et al., 2013).

1.2.2 BAGS3 als Nukleotid-Austauschfaktor

NEFs wie Bcl2 associated anthanogen 3 (BAG3) Proteine spielen eine entscheidende Rolle
beim ATPase-Zyklus von HSP70. Sie stimulieren die ATPase-Aktivitat von HSP70, da sie fur
einen Austausch von ADP zu ATP sorgen, was zur Dissoziation des Zielproteins von HSP70
fuhrt (Kim et al., 2013; Rauch et al., 2017). Dieser Zyklus aus Bindung und Freigabe
ermdglicht ein produktives Falten des Substratproteins, da wahrend der Zeit der Bindung des

Proteins, Aggregation verhindert wird (Kampinga and Craig, 2010).

BAG3 ist ein stress-induzierbares Protein, welches durch eine Multidoméanenstruktur
charakterisiert wird. BAG3 ist Mitglied der BAG-Proteinfamilie(Gamerdinger et al., 2009;
Homma et al., 2006). Die sechs Proteine der BAG-Familie haben alle die konservierte BAG-
Domane gemeinsam, die sich aus etwa 45 Aminosauren nahe des C-Terminus
zusammensetzt (Behl, 2016; Takayama et al., 1999).Die BAG-Doméane bindet an die
Nukleotidbindedoméane von Mitgliedern der HSP70-Familie. Diese Protein-Protein-Interaktion
unterstitzt die ADP Freisetzung von HSP70 und erleichtert wiederum die erneute Bindung
von ATP (Rauch et al., 2017). BAG3 bindet als NEF am starksten an HSP70 neben den
anderen NEFs wie beispielsweise BAG1 oder BAG2 (Rauch and Gestwicki, 2014). BAG3
besitzt neben der BAG-Domane weitere Interaktionsdomanen mit verschiedenen Funktionen
(Klimek et al., 2017).
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Uber zwei IPV-Motive kann BAG3 an kleine Hitzeschockproteine, wie HSPB8, HSPBS5,
HSPB1 oder HSPB6 binden und kann so deren Funktion mit dem HSP70-System verknupfen
(Fang et al., 2019; Hishiya et al., 2011; Klimek et al., 2017; Rauch et al., 2017).

1.2.3 Kleine Hitzeschockproteine

Neben den ATP-abhéngigen Chaperonen wie den HSP70-Proteinen gibt es auch
Chaperone, die ATP-unabhéngig arbeiten. Zu Letzteren z&hlen die kleinen
Hitzeschockproteine (small heat shock proteins, sHSPs), die in der Regel ein
Molekulargewicht unter 40 kDa aufweisen (Hartl et al., 2011; Jeng et al., 2015). Die ATP-
unabhangigen sHSPs fungieren haufig als ,holdasen®, die die Aggregation von Proteinen
verhindern (Kim et al., 2013). Die sHSPs haben eine grol3e Bedeutung fur den Erhalt der
Proteinhomdostase und sind auch pathophysiologisch von steigender Relevanz (Sarparanta
et al., 2020). Sie besitzen hochkonservierte Doménen, die innerhalb aller Phyla vorkommen
(Boelens, 2020; Hayashi and Carver, 2020). Im menschlichen Genom werden 10 sHSPs
kodiert (sHSP1-10, auch heat shock protein family B (small) member 1-10, HSPBs genannt).
Einige liegen dabei ubiquitar vor, wohingegen andere nur in bestimmten Geweben exprimiert
werden (Boelens, 2020). Die sHSPs werden sowohl konstitutiv als auch stressinduziert
exprimiert. Sie schitzen die Zellen vor zytotoxischen Aggregaten, indem sie an diese binden
bzw. mit entfalteten Proteinen co-aggregieren. Die sHSPs liegen dabei selbst in oligomerer
Form vor und kénnen Komplexe ausbilden, die von einem dimeren Zustand bis hin zu
hocholigomere Strukturen mit bis zu 24 Untereinheiten (ca. 600 kDa) reichen kdnnen. Die
oligomeren Komplexe kénnen auch aus unterschiedlichen sHSPs zusammengesetzt sein
(Arrigo, 2013; Hayashi and Carver, 2020; Zantema et al.,, 1992). Das entscheidende
Strukturmerkmal von sHSPs ist die a-Crystallin-Doméane (ACD), die notwendig fur die
Vermittlung der Dimerisierung von sHSPs zu Homo- oder Heterodimeren ist (Boelens, 2020;
Haslbeck et al., 2019). Die ACD wird von einer flexiblen N-Terminalen Region (NTR) flankiert,
die in ihrer L&nge und Sequenz variiert und einer kiirzeren C-terminalen Region (Haslbeck et
al., 2019; Riedl et al., 2020). Die N- und C-terminalen Regionen vermitteln die Chaperon-
Aktivitat und sind verantwortlich fir die funktionale Spezifitat der einzelnen sHSPs (Kriehuber
et al., 2010; Sarparanta et al., 2020). Die Assoziation von Monomeren zu grof3en Komplexen
sowie die Dissoziation groRRer Oligomere in Dimere und Monomere, wird durch
posttranslationale Modifikation moduliert, wie beispielsweise die Phosphorylierung. Der
Oligomerisierungszustand reguliert wiederum die Funktionen der sHSPs (Arrigo and Gibert,

2013; Carra et al., 2017). sHSP-Funktionen sind sehr vielfaltig in den verschiedenen
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Zelltypen und beinhalten Chaperon-&hnliche Aktivitat sowie eine Regulation interagierender
Proteine (Arrigo and Gibert, 2013). Mutationen in sHSPs fuhren zur Entwicklung von
neurodegenerativen Erkrankungen, Myopathien und Katarakt-Erkrankungen (Arrigo and
Gibert, 2013; Carra et al., 2005; Vicart et al., 1998). Drei wichtige durch Stress induzierbare
- aber auch konstitutiv exprimierte - sHSPs sind HspB1 (Hsp27), HspBS (aB-Crystallin) und
HspB8 (Hsp22) (Arrigo and Gibert, 2013). Diese sind fir eine Vielzahl von Aufgaben
innerhalb der Zelle von Bedeutung, wie der Signalweitergabe oder Apoptose (Arrigo and
Gibert, 2013). Zusatzlich sind sie Schllusselfaktoren fir die Aufrechterhaltung der Integritat
der Zytoskelett-Architektur und haben antioxidative, antiapoptotische, tumorerzeugende und
metastasierende Eigenschaften (Arrigo and Gibert, 2013). In Skelettmuskelzellen und
anderen sich bewegenden Zellen kommt es aufgrund von mechanischer Belastung zu einer
gesteigerten Expression und Vielfalt von sHSPs. Zusatzlich interagieren diese mit
Schlisselkomponenten des Zytoskeletts und damit assoziierten Proteinen wie Aktin, Titin und
Intermediarfilamentproteinen (Collier and Benesch, 2020). sHSPs beeinflussen so auch die
Muskelkontraktion und -elastizitat und zeigen spezielle Funktionen unabhangig ihrer
Chaperonaktivitdt gegen mechanischen Stress auf (Chebotareva et al., 2020; Collier and
Benesch, 2020).

1.3 Das Cochaperon BAG3 als Abbaufaktor

BAG3 ist ein Protein mit einem berechneten Molekulargewicht von rund 61 kDa und wird in
nahezu allen Saugetiergeweben exprimiert. Die héchste Expression von BAG3 ist in Herz-
und Skelettmuskeln zu finden (Homma et al., 2006; Sarparanta et al., 2020). Im
Skelettmuskel ist BAG3 vorwiegend an der Z-Scheibe und den Sarkolemma lokalisiert
(Sarparanta et al., 2020; Selcen et al., 2009). Die unterschiedlichen Domanen in BAG3
erlauben es dem Protein unterschiedliche Interaktionen mit anderen Proteinen einzugehen
und diese so zu verbinden (Abb. 2). BAG3 kann als eine Art Plattform angesehen werden,
die verschiedene Klassen von molekularen Chaperonen zur Stabilisierung und Beseitigung
beschadigter Proteine physikalisch und funktionell verbindet (Guilbert et al., 2018). BAG3
kann die Formation von grof3en Chaperon-Komplexen induzieren, die zur Substrat-

Sequestrierung und -Ubiquitinierung fuhren.
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Durch Interaktionen mit HSP70, sHSPs wie HSPBS8, der Ubiquitin-Ligase CHIP und dem
Ubiquitin-Bindendeprotein p62 ist BAG3 direkt mit der Abbau-Maschinerie in Zellen verknupft
und wichtig fur den Erhalt der Proteostase (Guilbert et al., 2018; Rauch et al.,, 2017,
Sarparanta et al., 2020). Substratproteine die tGber einen Komplex aus HSP70-HSPB8-BAG3
gebunden sind und CHIP prasentiert werden, werden anschlie3end autophagisch abgebaut
(Arndt et al., 2010; Crippa et al., 2010; Klimek et al., 2017). BAG3 stimuliert dartber hinaus
die Kooperation von HSP70 und HSPB8 wéhrend dem Abbau von Stressgranula (Ganassi et
al., 2016).
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YAP-TAZ Aktivierung
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der BAG3-Interaktionsdoménen.

BAGS3 interagiert Uiber seine spezifische N-terminale WW-Domane (gelb) mit Prolin-reichen Sequenzen anderer
Proteine wie SYNPO2. Uber die IPV-Motive kann BAG3 mit kleinen Hitzeschockproteinen wie HSPBS8
interagieren. Das PXXP-Motiv (lila) ermdglicht die Bindung an Dynein. Die C-terminale BAG-Doméne (grun),
welche alle Mitglieder der BAG-Familie kennzeichnet, vermittelt die Wechselwirkung mit dem Hitzeschockprotein
HSP70 (veréndert nach Klimek et al. 2017).

BAG3 ist entscheidend am Abbau von aggregationsanfalligen Proteinen beteiligt und so
fuhren Stérungen im BAG3-vermittelten selektiven Abbau zu neurodegenerativen
Erkrankungen wie der amyotrophen Lateralsklerose (ALS), Morbus Alzheimer, Morbus
Parkinson oder Chorea Huntington (Carra et al., 2008a; Crippa et al., 2010; Klimek et al.,
2017; Sturner and Behl, 2017). Verschiedene Mutationen des BAG3 Gens im Menschen
fuhren haufig zu Myopathien, diese betreffen auch das Herz und konnen zu
Kardiomyopathien fuhren (Franaszczyk et al.,, 2014; Homma et al.,, 2006). Auch ein
reduzierter BAG3-vermittelter Sarkomerumsatz in Herzmuskelzellen fihrt zur Entwicklung
von Herzinsuffizienz (Hohfeld et al.,, 2021; Martin et al., 2021b). Die heterozygote
Punktmutation im Bag3 Gen, welche zu einer Anderung der Aminos&ure von Prolin im Codon
209 zu Leucin (BAG3P?%Y) fiihrt, ist verantwortlich fiir eine Muskelschwache, Herzinsuffizienz
und respiratorischen Insuffizienzen bereits im Kindesalter (Meister-Broekema et al., 2018;

Selcen et al., 2009). Diese Symptome lassen sich auf den Zerfall der Z-Scheibe und einer
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Ansammlung von Proteinaggregaten zurlckfiuhren, die mit mutiertem und aggregiertem
BAG3 geflillt sind (Selcen et al., 2009). BAG3 ist ein entscheidender Abbaufaktor und damit

wichtig fur den Erhalt der Proteostase.

1.4 Abbauwege der Zelle zum Erhalt der Proteostase

Der haufigste zellulare Abbauweg von beschadigten oder entfalteten Proteinen erfolgt tber
das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS). Das UPS vermittelt die Degradation einzelner
Proteine im 26S-Proteasom, indem diese zundchst durch Ubiquitinierung fir den
proteasomalen Abbauweg markiert werden (Schreiber and Peter, 2014). Das 26S Proteasom
ist ein molekulare Komplex bestehend aus zwei Subkomplexen, der katalytischen 20S Einheit
und ein bis zwei regulatorischen 19S Untereinheiten (Budenholzer et al., 2017; Schreiber and
Peter, 2014; Tanaka, 2009). Das 26S Proteasom kommt sowohl im Nukleus als auch im
Zytoplasma vor (Schreiber and Peter, 2014). Die Polyubiquitinierung eines Proteins dient als
Erkennungssignal fir die 19S Untereinheit und wird anschlieBend durch den proteolytisch
aktiven 20S-Komplex abgebaut. Fur die spezifische Ubiquitinierung der abzubauenden
Proteine verwendet die Zelle eine Konjugationsmaschinerie bestehend aus drei Enzymen
(E1, E2 und E3).

Das E1 (Ubiquitin-aktivierendes Enzym) hydrolysiert ATP und bildet ein Thioester-
gebundenes Konjugat zwischen sich selbst und Ubiquitin, E2 (Ubiquitin-konjugierendes
Enzym) erhalt im Anschluss das Ubiquitin von E1 und bindet E3 (Ubiquitin-Ligase). Die
Ubiquitin-Ligase erkennt das abzubauende Protein und durch E2 wird das Ubiquitin auf das
Substrat Ubertragen (Rubinsztein, 2006).

Neben dem 26S Proteasom erfiillt auch das Lysosom wichtige Abbau-Funktionen (Schulze
et al., 2009). Lysosomen konnen dabei eine Vielzahl von strukturell unterschiedlichen
Substanzen wie Proteine aber auch Nukleinsauren, Kohlenhydrate oder Lipide abbauen
(Schulze et al., 2009). Das Lysosom enthalt hierfir spezifische Saurehydrolasen (Ballabio
and Bonifacino, 2020). Der saure pH-Wert in Lysosomen wird durch eine vakuolare ATPase
(v-ATPase) Protonenpumpe, welche in der lysosomalen Membran eingebettet ist,
aufrechterhalten. Darliber hinaus umfasst die lysosomale Membran weitere lonenkandle
sowie Lipidtransporter, die am Export von Zuckern und Aminosauren teilhaben. Losliche N-
Ethylmaleinimid-sensitive Anheftungsrezeptoren (SNARES) vermitteln die Fusion von
Lysosomen mit anderen Organellen (Ballabio and Bonifacino, 2020). Die lysosomale

Membran selbst besteht aus glykosylierten Proteinen, welche diese vor dem Verdau schitzt.
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Das Zellinnere wird somit durch die lysosomale Membran und dem sauren
Enzymaktivitatslevel der Hydrolasen vor unkontrolliertem Abbau geschiitzt (Schulze et al.,
2009). Die Autophagie, bei welcher zelleigene Bestandteile in Lysosomen verdaut werden,

soll im nachsten Abschnitt gesondert erlautert werden.

1.4.1 Autophagie

Die Autophagie ist ein komplexer Prozess innerhalb der Zelle, der die Degradation zelleigener
Bestandteile wie fehlgefalteter Proteine oder beschadigter Zellorganellen im Lysosom
beschreibt. Der Begriff Autophagie bedeutet dabei so viel wie ,sich selbst verzehrend“ und
wurde erstmals 1859 von M. Anselmier verwendet (Ktistakis, 2017). Er nutzte dabei den
Begriff, um das Uberleben wahrend Hungerperioden durch eigene Ressourcen und damit
einen eher unselektiven Prozess zu beschreiben. Auch heute noch wird Autophagie als ein
zellularer Prozess angesehen, der durch externe Stimuli wie N&hrstoffmangel, oxidativen
oder mechanischen Stress induziert werden kann (Ulbricht et al., 2013; Wang and Qin, 2013).
Aber auch ohne spezielle Stimuli findet in praktisch allen Zellen basaler autophagischer
Abbau statt (Levine and Kroemer, 2008; Yang et al., 2013). Die Hauptfunktion der Autophagie
ist die Bereitstellung von Nahrstoffen fur lebenswichtige zellulare Funktionen wéahrend
Nahrstoffmangel und anderer Stressformen aber auch die Beseitigung potenziell
schadlichen, zytosolischen Materials wie beschadigter Organellen oder Proteinaggregate
(Dikic and Elazar, 2018). Die Autophagie stellt somit ein wichtiges zytoprotektives System
dar. Es kdnnen grundsatzlich drei Autophagieformen unterschieden werden. Zum einen die
Makroautophagie (im Folgenden als Autophagie bezeichnet), die Mikroautophagie und die

Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA chaperone mediated autophagy).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Autophagosomenformation.

Autophagie ist ein komplexer Prozess, welcher aus verschiedenen Schritten besteht. Wéahrend der
Initiationsphase bildet sich das Phagophor an der phagophore assembly site (PAS). Daran anschlieBend erweitert
sich die Phagophore durch verschiedene intrazellulare Quellen und es kommt durch Elongation und Fusion zum
Einschluss des abzubauenden Materials. Das so entstandene Autophagosom fusioniert mit dem Lysosom zum
Autolysosom, in welchem der Abbau stattfindet (verandert nach Stiirner und Behl, 2017).
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Bei der Mikroautophagie kommt es zur direkten UmschlieBung des abzubauenden
Zellmaterials durch Einstilpungen oder Vorwdlbungen der lysosomalen Membran im
Zytoplasma (Parzych and Klionsky, 2014). Bei der CMA werden HSP70-gebundene
Substrate abgebaut.

Die Substrate werden dabei Uber einen Translokationskomplex, der mit dem lysosomalen
Adapter LAMP-2A interagiert, direkt ins Lysosom uberfiihrt, ohne dass es zur Ausbildung von
Autophagosomen kommt (Eskelinen and Saftig, 2009; Kettern et al., 2010; Mizushima and
Komatsu, 2011; Parzych and Klionsky, 2014).

Die am besten beschriebene Autophagieform ist die Makroautophagie. Diese Form der
Autophagie kann in verschiedene Schritte unterteilt werden. So bildet sich zunachst eine
intrazellulare Doppelmembran (Phagophor-Membran), welche l6sliches Zytoplasmamaterial,
Proteinaggregate und Organellen sequestriert. Die anschliel3ende Elongation, Wdlbung und
Fusion der Phagophor-Membran lasst ein Vesikel-dhnliches Organell namens
Autophagosom entstehen (Abb. 3). Durch die Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom
kommt es zur Bildung des Autolysosoms, in welchem die Degradation der Substrate durch
saure Hydrolasen stattfindet (Dikic and Elazar, 2018; Lamb et al., 2013; Parzych and
Klionsky, 2014). In den letzten Jahren wurden zunehmend selektive Autophagie-
Mechanismen identifiziert, Gber die gezielt Substrate abgebaut werden (Khaminets et al.,
2016).

1.4.2 Chaperon-assistierte selektive Autophagie (CASA)

Bei der Chaperon-assistierten selektiven Autophagie (CASA) handelt es sich um einen
selektiven makroautophagischen Abbauweg, der mafigeblich an der Integritéat von Muskel-
und Nervenzellen beteiligt ist (Arndt et al., 2010; Ulbricht et al., 2013). Ausschlaggebend fur
die Durchfihrung von CASA ist das Zusammenspiel von Chaperonen, Cochaperonen und
Adapterproteinen. Wichtige Bestandteile des CASA-Komplexes ist das Chaperon HSP70,
das Cochaperon BAG3 und das kleine Hitzeschockprotein HSPB8 (Arndt et al., 2010; Ulbricht
and Hoéhfeld, 2013). HSP70 bindet zusammen mit HSPB8 und BAG3 an das abzubauende
Substrat, woraufhin CASA induziert wird (Abb. 4). Die abzubauenden Proteine werden durch
die Ubiquitin-Ligase CHIP/STUBL1 (C terminus of HSC70-interacting protein) ubiquitiniert und
so fur die Degradation gekennzeichnet. Dieses Abbausignal wird durch den Ubiquitin-Adapter
SQSTM1/p62 erkannt, woraufhin die Kopplung an ATG8/LC3 (autophagy-related protein 8)
auf der Phagophormembran vermittelt wird (Ulbricht and Hohfeld, 2013). Im Anschluss wird
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die Bildung von Autophagosomen und der Abbau in Lysosomen initiiert (Levine and Kroemer,
2008). Zusatzlich bindet BAG3 in Muskelzellen tber die N-terminale WW-Doméane an die
Prolin-reiche Doméane von Synaptopodin 2 (SYNPO2). Eine PDZ-Domane in SYNPO2 (auch
Myopodin genannt) kann gleichzeitig an einen membranfusionierenden Komplex aus SNARE
und vacuolar protein sorting (VPS)-Proteinen binden und verkniipft so die CASA-Maschinerie
mit einem System zur Autophagosomenbildung (Ulbricht et al., 2013). Hierbei sind vor allem
die SYNPO2-Isoformen a-c relevant, da nur diese eine PDZ-Domane besitzen. SYNPO2 ist
somit essentiell an der Autophagosomenbildung beteiligt und wird selbst mit abgebaut.

Die CASA-Maschinerie ist in der glatten Muskulatur mit Aktin-Stressfasern und in der
guergestreiften Muskulatur mit Z-Scheiben assoziiert und fiir den Abbau von beschadigten
Komponenten des Aktin-Zytoskeletts wie dem Filamin (FLN) verantwortlich (Arndt et al.,
2010). Unter mechanischer Belastung entfalten sich mechanosensitive Komponenten des
kontraktilen Apparats und kénnen mechanisch beschadigt werden. In der quergestreiften
Muskulatur ist die Z-Scheibe starker mechanischer Belastung ausgesetzt. Filamin agiert als
Aktin-Quervernetzer sowie Mechanosensor in der Z-Scheibe und ist fir deren Funktionalitat
und Stabilitat entscheidend. Filamin ist ein Homodimer, das sich aus zwei 250 kDa grof3en,
stabahnlichen Strukturen mit einer N-terminalen Aktin-Bindedoméane sowie 24 Immunglobulin
(lg)-&hnlichen Domanen zusammensetzt (Ehrlicher et al., 2011; Nakamura et al., 2011).
BAG3 bindet an die entfaltete mechanosensitive Ig- Domane 19-21 von Filamin und rekrutiert
HSC70 sowie HSPBS8, sodass entfaltetes Filamin selektiv autophagisch abgebaut wird
(Klimek et al., 2017; Ulbricht and Hohfeld, 2013). Filamin-C (FLNC) ist die in der
guergestreiften Muskulatur vorkommende Isoform des FLN, wohingegen Filamin-A (FLNA)
ubiquitar - zum Beispiel auch in Glattmuskelzellen - vorkommt (Mao and Nakamura, 2020).
FLNC gilt als wichtiges Protein fur den Aufbau der Sarkomere im Rahmen der Myogenese.
Kommt es zu Beeintrachtigungen im Abbau von entfaltetem und aggregiertem FLNC, flhrt
dies zu skelettalen Muskeldystrophien (Kley et al., 2013). Fur CASA konnte auch eine
essentielle Rolle fir den Filaminabbau im humanen Muskel gezeigt werden. Durch
Krafttraining mechanisch belastete Muskeln zeigten eine Reduktion der Proteinmenge von
Filamin und eine Induktion in der Expression der CASA-Komponenten (Ulbricht et al., 2015).
Dies belegt die essentielle und Organismus-Ubergreifende Bedeutung von CASA fur die

muskulére Proteostase.
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Abbildung 4: Abbau von Filamin Gber die CASA Maschinerie.

Filamin ist als Mechanosensor an den Aktinfasern des Zytoskeletts assoziiert und wird durch mechanische
Belastung entfaltet. Der Abbau von beschéadigtem Filamin erfolgt Uber CASA. Der CASA-Komplex umfasst die
molekularen Chaperone Hsc70 (Hitzeschockprotein, heat shock cognate) und HSPB8 sowie das Cochaperon
BAG3 und die HSC70-assoziierte Ubiquitin-Ligase CHIP/STUB1, welche mit Ubiquitin-konjugierenden Enzymen
kooperiert. SYNPO2 und p62 vermitteln als Adapterproteine die Bildung von Autophagosomen und werden im
Zuge von CASA mit abgebaut. Das Autophagosom entstehen durch Membran-tethering aus Phagophoren und
fusioniert mit dem Lysosom zum Autolysosom (verandert nach Ulbricht et al. 2013 und Klimek et al. 2017).

Im Zusammenhang mit der Proteostase-Funktion von BAG3 ist es auch interessant die
Regulation der Transkription von BAG3 zu betrachten. BAG3-Transkription wird in Saugern
durch den heat shock transcription factor 1 (HSF1) reguliert. Mechanische Belastung von
Zellen und die damit verbundene Akkumulation mechanisch entfalteter Proteine fuhrt zu einer
Aktivierung von HSF1, woraufhin es zur erhdhten Expression von BAG3 kommt (Ulbricht and
Hoéhfeld, 2013). So kann die CASA-Aktivitdt und damit zusammenhdngend die Expression

von BAGS3 an die Kraftbelastung im Aktinzytoskelett angepasst werden.

1.5 Das Hippo-Signalnetzwerk

Das Hippo-Signalnetzwerk ist fir die Hemmung der Proliferation in Zellen von Bedeutung und
fordert dartiber hinaus die Differenzierung und die Apoptose. So kontrolliert das Hippo-

Signalnetzwerk die Gewebehomdostase und Regeneration.
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Durch genetische Studien an Drosophila melanogaster wurde das Hippo-Signalnetzwerk
entdeckt und definiert (Klimek et al., 2019; Yu and Guan, 2013).

Der Hippo-Pfad integriert eine grof3e Zahl von Signalen, um viele zellulare Schliisselprozesse
zu steuern (Ma et al., 2019). Es wird dabei durch Zell-Zellkontakte, Zellpolaritdt mechanische
Signale oder Stresssignale reguliert (Dupont et al., 2011; Meng et al., 2016; Yu and Guan,
2013). Wichtige Kinasen des in Saugern konservierten Sighalweges sind die Serin-Threonin-
Kinasen 3 und 4 (STK3 und STK4 auch MST1 und MST2) sowie die large tumor-suppressor
Kinasen 1 und 2 (LATS1 und LATS2) (Hergovich, 2016). Des Weiteren sind Salvador (SAV1)
und Mps One Binder Kinase Activator 1 (MOB1) -Adapterproteine Teil der Signalkaskade.
Zusammen mit den Transkriptions-Co-Aktivatoren YAP und TAZ funktionieren sie als
Haupteffektoren des Hippo-Signalnetzwerkes (Hong and Guan, 2012). Kommt es zur
Phosphorylierung von STK3 und STK4 z.B. in Abwesenheit eines mechanischen Reizes wird
das Hippo-Signalnetzwerk aktiviert. Die Phosphorylierung fihrt wiederum zur einer weiteren
Phosphorylierung von Komponenten der Signalkaskade wie SAV1- als auch MOBI1-
Proteinen sowie von LATS1/2 (Klimek et al., 2019; Ma et al., 2019; Yu and Guan, 2013).
Diese phosphorylieren dann die Transkriptions-Co-Aktivatoren YAP und TAZ, die so in einem
inaktiven Zustand an 14-3-3-Proteine binden und dadurch im Zytoplasma verbleiben (Klimek
et al., 2019; Ma et al., 2019). Wird der Hippo-Signalweg durch z.B. mechanische Belastung
ausgeschaltet, bleiben LATS1/2 und somit auch YAP und TAZ unphosphoryliert. In diesem
aktiven Zustand kénnen YAP und TAZ in den Zellkern wandern. Dort binden sie wichtige
Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise TEAD und induzieren so die Transkription von
Zielgenen wie Filamin (Dupont et al., 2011; Klimek et al., 2019; Meng et al., 2016). Das Hippo-
Signalnetzwerk kontrolliert insofern, die dynamische Verteilung von YAP und TAZ zwischen
dem Zytoplasma und dem Zellkern. Der Hippo-Pfad muss jedoch nicht nur an- oder
ausgeschaltet sein, es kommt auch zu einer partiellen zytoplasmatischen als auch nuklearen
Lokalisation von YAP (Ma et al., 2019). Durch die Identifizierung weiterer Hippo-Kinasen wie
die Serin-Threonin Kinase STK38, welche wiederum auch YAP phosphorylieren kann,
zeichnet sich eine zusétzliche Bedeutung fur die Regulation des Hippo-Signalnetzwerkes ab
(Hergovich, 2016; Klimek et al., 2019). Ebenso zeigt sich eine Verknipfung des Hippo-
Signalnetzwerkes mit der Regulation der Autophagie. So phosphorylieren die Kinasen STK3
und STK4 den Phagophorenmembranmarker LC3 an Threonin 55 und sind an der Aktivierung
der Autophagie beteiligt (Wilkinson et al., 2015). Diese posttranslationale Modifikation von
LC3 ist entscheidend fir die Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen (Wang et al.,
2020).
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1.5.1 Die Kinase STK38

Die Serin-Threonin-Kinase 38 (STK38, auch nuclear Dbf2-related kinase 1 NDR1 genannt),
ist eine Hippo-Kinase, welche wie LATS1/2 zu der Familie der NDR-Kinasen gehort und eine
hochkonservierten N-terminale regulatorische (NTR)-Doméne besitzt (Hergovich, 2016). Des
Weiteren umfasst STK38 ein hydrophobes Motiv und ein Aktivierungssegment. Zur
Aktivierung von STK38 wird eine Phosphorylierung an Threonin 444 des hydrophoben Motivs
bendtigt und zusatzlich eine Autophosphorylierung am Serin 281 (Hergovich et al., 2005).
Daruber hinaus ist eine Bindung von MOB1-Proteinen an die NTR-Domane zur Aktivierung
notwendig (Hergovich et al., 2006; Hergovich, 2016). STK38 kann durch STK3 und STK4
sowie STK24 am hydrophoben Motiv an Threonin 444 phosphoryliert werden (Klimek et al.,
2019). Die Aktivierung von STK38 beeinflusst eine ganze Reihe von Prozessen und die
phosphorylierenden vorgeschalteten Kinasen spielen somit eine entscheidende Rolle.
Interessanterweise scheint jede Funktion von STK38 von einem anderen Mitglied der Serin-
Threonin-Kinase-Familie reguliert zu werden, was auf eine starke Abhangigkeit der NDR-
Kinase-Funktionen von verschiedenen Eingangssignalen hinweist: Waéhrend die
vorgeschalteten Kinase STK24 STK38 in der G1-Phase des Zellzyklus kontrolliert, reguliert
STK4 die Kinase STK38 im Zusammenhang mit der Zentrosomen-Duplikation in der friihen
S-Phase (Cornils et al., 2011; Hergovich, 2016; Vichalkovski et al., 2008). In
Herzmuskelzellen tragt STK38 zur Proteinhomgdostase bei, indem es die Aktivierung des
RNA-bindende Protein RBM24 vermittelt. RBM24 ist ein wichtiger Regulator fir die
Herzentwicklung und die Zytoskelettbildung in Herzmuskelzellen (Klimek et al., 2019; Liu et
al.,, 2017). Des Weiteren zeigt STK38 spezifische Wirkungen auf die Autophagie bzw. die
Autophagosomenbildung. STK38 wurde als positiver Regulator der durch Hunger induzierten
Autophagie identifiziert. So bewirkt Nahrungsmangel die Phosphorylierung von STK38 an
Threonin 444, aufgrund dessen es zur Interaktion der Exozystkomponenten Exo84 mit
Beclinl und RalB kommt. Diese sind notwendige Komponenten fir die
Autophagosomenbildung (Joffre et al., 2015; Martin et al., 2021a). STK38 stimuliert so die
hungerinduzierte Autophagie. Die Mitophagie, ein autophagischer Abbauweg fir beschadigte
Mitochondrien, wird ebenso durch STK38 aktiviert (Bettoun et al., 2016). Fir die BAG3-
vermittelte Autophagie hat STK38 jedoch eine inhibierende Wirkung. Hierbei kommt es durch
die Interaktion von STK38 und BAG3 zu einer Umstrukturierung des Chaperon-Komplexes,
indem die Interaktion von BAG3 mit HSPB8 und SYNPO2 unterbrochen wird. Entgegen der
Bedeutung der Kinaseaktivitdt von STK38 fir verschiedene zellulare Prozesse wie der
hungerinduzierten Autophagie, vermittelt STK38 die Umstrukturierung des Chaperon-

Komplexes unabhangig von der Kinaseaktivitat (Klimek et al., 2019).
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Indem STK38 in unterschiedlicher Weise auf verschiedene Autophagiewege regulatorisch
einwirkt, kann es anscheinend als zellularer Schalter zwischen diesen Autophagiewegen
agieren und Auf- und Abbau-Prozesse wahrend der Zytoskeletthomoostase koordinieren
(Klimek et al., 2019).

1.6 Abbau unabh&ngige Funktionen von BAG3

Neben der Funktion als NEF oder als Cochaperon bei der selektiven Autophagie hat BAG3

noch weitere Funktionen, die zur Aufrechterhaltung der Proteostase beitragen.

So interagiert BAG3 Uber seine N-terminale WW-Domane mit verschiedenen Signalproteinen
des Hippo-Signalwegs und sorgt durch die Bindung der Inhibitoren LATS1/2 und AMOTL1/2
fur die Freisetzung der Transkriptions-Co-Aktivatoren YAP und TAZ (Kathage et al., 2017;
Salah and Ageilan, 2011; Ulbricht et al., 2013). Diese wandern in den Zellkern und stimulieren
dort die Transkription von Filamin. BAG3 ermdglicht so die Erhaltung des Aktinzytoskeletts

unter mechanischer Belastung.
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Abbildung 5: BAG3 vermittelte Regulation der Transkription, Translation und der Degradation.

BAGS3 ist fur den Erhalt der Proteostase entscheidend und vermittelt dabei die Transkription, Translation und die
Degradation. Links: Die Bindung von BAG3 uber die WW-Doméne an das PPXY-Motiv der Hippo-Signalweg
Proteine AMOTL1/2 und LATS1/2 erméglichen die Freisetzung von YAP/TAZ. Diese kénnen so in den Zellkern
wandern und dort die Transkription von Filamin stimulieren. Mitte: BAG3 bindet am Zytoskelett an den TSC-
Komplex und inhibiert dort mTOR, sodass Proteine am Zytoskelett autophagisch abgebaut werden kénnen. Im
Zytoplasma liegt mTOR weiterhin aktiv vor und regt dort die Translation von Filamin an. Rechts: Der CASA-
vermittelte Filamin-Abbau bendtigt die Interaktion von BAG3 mit den Hitzeschockproteinen HSPB8 sowie HSC70.
Diese binden beschéadigtes/entfaltetes Filamin. Durch die Interaktion von BAG3 mit SYNPO2 werden
phagophorbindende Proteine an den Komplex rekrutiert und es kommt zum Abbau von Filamin (verandert nach
Kathage et al., 2017).

16



Einleitung

Des Weiteren interagiert BAG3 am Zytoskelett mit dem TSC (Tuberous Sclerosis Complex)
-Komplex und es kommt lokal zur Hemmung von mTOR (mechanistic target of rapamycin).
Diese Hemmung von mTOR fuhrt zur Induktion von CASA an den mechanisch belasteten
Stressfasern. Im Zytosol bleibt mTOR jedoch aktiv und stimuliert dort die Proteintranslation
von Filamin (Kathage et al., 2017)(Abb.5). Im menschlichen Muskel kommt es durch
maximale exzentrische Ubungen zu einer sofortigen Induktion der BAG3-Transkription sowie
der CASA-Aktivitat. Gleichzeitig kommt es zur Aktivierung von mTOR und TSC wird zu Aktin-
verankernden Strukturen im beanspruchten menschlichen Muskel rekrutiert (Kathage et al.,
2017; Ulbricht et al., 2015). So kann die BAG3-vermittelte TSC-Sequestrierung auch als
entscheidender Schritt in der Muskeladaptation an mechanische Belastung angesehen
werden, der mTOR aktiviert, um die Proteinsynthese zu stimulieren und die Muskelmasse so
zu erhohen (Kathage et al., 2017).

1.7 Muskelzellen als Modell zur Analyse von kraftinduzierten

Veranderungen

Muskeln reprasentieren die groRte Gewebegruppe im Kdrper von Menschen und Tieren. Sie
ermdglichen Bewegung und unterstiitzen Ablaufe im Koérper. Die Kraftgenerierung, um
beispielsweise zu gehen, geschieht in Muskelzellen, weshalb der Funktionsverlust oder der
Verlust der regenerativen Eigenschaften von Muskelzellen zu einer Schwachung des
Bewegungsapparates fuhren (Chal and Pourquié, 2017). Muskelzellen kénnen in drei
Gruppen unterteilt werden: den Herzmuskelzellen, den Glattmuskelzellen und den
Skelettmuskelzellen. Die Skelettmuskulatur kann als einzige Gruppe bewusst durch den
Organismus kontrolliert werden (Chal and Pourquié, 2017). Die Skelettmuskulatur setzt sich
aus Bindeln von gestreiften Muskelfasern (Synzytien) zusammen. Diese Muskelfasern
entstehen durch die Verschmelzung von Muskelvorlauferzellen (Myoblasten) zu
mehrkernigen Myotuben, die letztlich zur Bildung von Muskelfasern fuhren (Abb. 6). Die
Skelettmuskulatur ist plastisch und anpassungsfahig, sodass die Muskelmasse bei
anspruchsvollen Ubungen an GréRe zu nimmt und bei Immobilisation oder wahrend des
Alterns und bei Krankheiten abnimmt (Orfanos et al., 2016). Um die Adaptation von
Muskelzellen an mechanische Belastung zu analysieren, haben Orfanos et al. (2016) ein
System entwickelt, das Muskelzellen in vitro durch elektrische Puls-Stimulierung (EPS) zur

Kontraktion anregt.
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Durch eine Veranderung der EPS-Parameter kdnnen in differenzierten Mausmuskelzellen
unterschiedliche Belastungen und Trainingsprogramme nachgeahmt werden und Einblicke

in resultierende physiologische Anpassung gewonnen werden (Abb. 6).

Myoblasten Myotuben Muskelfaser

Elektrische
Pulsstimulation
(EPS)

midk & X £ 3 E 0 & % 31 ]
twitch PEFS NI TARARE XL &
_ damage NN AFCRRRRRRRRRRRRRRRRROROM
B o e e s e s e s e o e e

0 5 10 15 20 t (sec)

Abbildung 6: Myogenese und elektrische Pulsstimulationsprogramme.

Die Skelettmuskulatur besteht aus Muskelfasern. Wahrend der Bildung der Muskelfasern, der Myogenese
differenzieren Muskelvorlauferzellen, die Myoblasten zu Myotuben. Diese Myotuben wiederum verschmelzen zu
Muskelfasern. Myotuben und Muskelfasern kénnen durch EPS zur Kontraktion in Kulturschalen anreget werden.
Die Programme, die zur Kontraktion in Myotuben fiihren sollen, kdnnen in ihrer Dauer, Frequenz und Amplitude
variieren.

Durch exzentrisches Training kommt es zu fokalen Stérungen in den Muskelfasern, die als
Lasionen bezeichnet werden. Diese Lasionen zeigen mechanische Beschadigung bzw.
Umbau in Muskelfasern auf und kénnen gezielt durch damage und twitch EPS-Programme
in kultivierten Myotuben induziert werden (Orfanos et al., 2016). Die molekularen
Auswirkungen von mechanischer Stressbelastung auf die Proteostase in Muskelzellen

kénnen so anhand der kontrahierenden Muskelzellen analysiert werden.
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1.8 Zielsetzung

Der BAG3-vermittelte Abbau von fehlgefalteten oder beschadigten Proteinen tber CASA ist
fur die korrekte Bildung sowie den Erhalt von Muskelgewebe essentiell. Diese Arbeit soll die
Differenzierungs- und Kraft-abh&ngige Regulation der CASA-Maschinerie in murinen
Muskelzellen aufdecken. Hierzu soll die EPS-Behandlung, als Modell zur Induktion von
Stressbelastung in Mausmuskelzellen genutzt werden und induzierte Veranderungen der
Proteostase-Maschinerie durch biochemische und zellbiologische Untersuchungen analysiert
werden. Ein besonderes Augenmerk gilt der Identifizierung neuer Klientenproteine,
Regulatoren und Kooperationspartner der CASA-Maschinerie. Durch siRNA-vermittelte

Depletion von BAG3 wird die Bedeutung fiir die Proteostase in Mausmuskelzellen verifiziert.
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2 Material

2.1 Gerateliste

Tabelle 1: Verwendete Geréte

Bezeichnung Hersteller
Absaugsystem HLC Biotech
Autoklav Tuttnauer Systec
Akta Purifier Amersham
BioPhotometer Plus Eppendorf
Blot-Apparatur Mighty Small Transphor Amersham
C-Pace EP lon Opitx
Eismaschine MF22 Scotsman
Electrophoresis Power Supply EPS 301 Amersham
Entwicklermaschine CURIX 60 AGFA

Feinwaage SI-234

Denver Instruments

Gefrierschrank (-80 °C)

Forma Scientific

Heizblock Eppendorf

Inkubator Heraeus/Binder/Biometra
Kippschuttler Stuart

Kuhlschrank Siemens

Kihitruhe (-20 °C)

Liebherr/Siemens

Kuhlzentrifuge 5415R Eppendorf
Kahlzentrifuge 5810R Eppendorf
Laborfuge 400R Heraeus
Lichtmikroskop ID0O3 Zeiss
LoBind Reaktionsgefalle Eppendorf
Magnetriihrer MR2002 Heildolph
Mikrowelle Bosch
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Milli-Q-Plus Reinstwasseranlage

Merck

pH-Meter Mettler Toledo
Photometer Eppendorf
Pipetten Eppendorf

Pipettierhelfer accu-jet pro

BRAND GmbH + CO KG

Rotator

Renner

Schittelinkubator

Thermo Scientific

SDS-PAGE-Apparatur Mighty Small 1l

Amersham

Sterilbank Microflow Biological safety

cabinet Nalge

Nunc Industries

Thermo-Block

HLC Biotech QBT, Grant Industries

Thermocycler

VWR

Thermoschdttler

Medline Scientific

TrayCell™

Hellma®

UltraschallProzessor UP100H

Hielscher Ultrasound Technology

Ultrazentrifuge Optima Max

Beckman Coulter

Vortex Scientific Industries
Waage KernKB
Wasserbad Lauda/Grant
Zellkulturschalen Sarstedt
Zentrifuge mini VWR

2.1 Chemikalienliste

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien
Substanz Hersteller
2-Propanol (Isopropanol) Roth
3-Aminophtalhydrazid (Luminol) Fluka
30 % H20- Roth
Acrylamid (30 %)/bis-Acrylamid Roth




Material

Agar Roth
Agarose Roth
Ampicillin (Amp) Roth

APS (Ammoniumpersulfat) Roth

ATP (Adenosintriphosphat) Sigma Aldrich
Bacto-Hefeextrakt Roth
Bacto-Trypton Roth
Bromphenolblau Sigma Aldrich
BSA (Bovine Serum Albumin) Roth

CacCl, (Calciumchlorid) Roth
Complete EDTA-free Roche
Coomassie Brillant blue R250 Sigma Aldrich
Cycloheximid Sigma Aldrich
Di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) Roth
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO.,) Roth

DMSO (Dimethylsulfoxid) Roth

DTT (Dithiothreitol) Sigma Aldrich
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Roth
Essigsaure Roth

Ethanol (absolut) Roth

Fetales Kélber Serum (FCS) PanBiotech
Fetales Kélber Serum (FCS) Biochrom

fur A7r5-Zellen

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Scientific

Glukose Roth
Glutamin Life Technology
Glycerin (wasserfrei) Roth
Glycin Roth
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Imidazol Roth
Isopropyl-R3-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Roth
Kaliumchlorid (KCI) Roth
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO.) Roth
Kanamycin Roth
M2-Agarose Sigma
Magnesiumchlorid (MgCl,) Roth
Mercaptoethanol Roth
Methanol Roth
Milchpulver Roth
MOPS Roth
Natrium Pyruvat Gibco
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natriumdeoxycholat Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Nicht-essenzielle Aminosauren (NEAA) Gibco
Nonidet P-40 substitute Sigma Aldrich

Page Ruler™ Plus Prestained Protein

Thermo Scientific

Ladder
p-Cumarsaure Sigma
Penicillin Life Technology
Pferdeserum Gibco
Phenolrot Invitrogen
PhosSTOP Easypack Roche
Ponceau S Roth

Protein-G-Sepharose

GE Healthcare

Salzsaure (HCI)

Roth

Streptomycin

Life Technology
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SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrat

Thermo Scientific

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
Trichloressigsaure (TCA) Roth

Tris Roth

Triton X100 Roth
Trypsin-EDTA 0,05 % Gibco
Tween-20 Sigma Aldrich

2.2 Reagenzsysteme

Tabelle 3: Verwendete molekularbiologische Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

NucleoBond Xtra Maxi

Macherey-Nagel, Diiren

NucleoSpin® Plasmid QuickPure

Macherey-Nagel, Diren

InviTrap® Spin Universal RNA Mini Kit

Stratagene

Gel Filtration Calibration Kits
High & Low Molecular Weight

Cytvia

2.3 Bakterien- und Sauger-Stamme

Tabelle 4: Verwendete Bakterien und eukaryotischen Zellen

Bezeichnung Hersteller
E. coli TG1 Stratagene
C2-Zellen Murine Myoblasten

(Fahigkeit zur Differenzierung)

2.4 Antikorper

Tabelle 5: Verwendete priméare Antikdrper

Antigen Spezies Hersteller / Katalognummer
BAG3 Kaninchen Proteintech / 10599-1-AP
DESMIN Maus AG Furst

Filamin C (FLN) Kaninchen AG Frst
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FILIP1 Kaninchen Sigma Aldrich / HPA053564

FILIP1L Kaninchen AG Furst

HSPB1 Maus Proteintech / 66767-1-Ig

HSPBS8 Kaninchen St John’s Lab / STJ24102

HSPB5 Kaninchen Cloud Clone Corp. /
PAC944Hu01

p(Ser59) HSPB5 Kaninchen Enzo / ADI-SPA-227-F

(aB-Crystallin)

p62 Meerschweinchen Progen / GP62-C

STK38 Maus Abnova / H00011329-M03
SYNPO2 Kaninchen AG Furst

RhoA Kaninchen Cell Signaling / 10749-1-AP

Tabelle 6: Verwendete sekundére Antikorper

Antigen Spezies Hersteller

Maus 1gG PO-gekoppelt Ziege Sigma Aldrich
Kaninchen IgG PO-gekoppelt Ziege Sigma Aldrich
Meerschweinchen IgG PO- Ziege Sigma Aldrich

gekoppelt

2.5 Plasmide

Tabelle 7: Verwendete Plasmide zur Amplifikation oder Expression in prokaryotischen und eukaryotischen

Zellen

Plasmide

Beschreibung

pcDNA3.1-BAG3

bag3-DNA wurde uber die Schnittstellen
Xhol und EcoRlI in
pcDNA3.1(+) kloniert
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2.6 Oligonukleotide

Tabelle 8: Verwendete short interfering RNA (siRNA) zur spezifischen Depletion von Genprodukten

Genprodukt Name der siRNA  Spezies Hersteller

BAG3 Mm_BAG3_2+3 Maus Qiagen
S100208432
S100208439

Allstars Negativ Kontrolle - Qiagen
S103650318
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3 Methoden

3.1 Arbeiten mit Escherichia coli

3.1.1 Kultivierung von Escherichia coli

LB-Medium (mit Ampicilin/Kanamycin)
1 % Bacto-Trypton

0,5 % Bacto-Hefeextrakt

0,5 % NacCl

pH 7,5 — autoklavieren

1:1000 Ampicillin [200 mg/ml}/Kanamycin
[50 mg/ml]

LB-Agar (mit Ampicillin/Kanamycin)
1 % Bacto-Trypton

0,5 % Bacto-Hefeextrakt

0,5 % NacCl

1,5 % Bacto-Agar

pH 7,5 — autoklavieren

1:1000 Ampicillin [200 mg/ml}/Kanamycin
[50 mg/ml]

Um Plasmide zu amplifizieren wurde der Bakterienstamm E. coli TG1 verwendet. Hierzu wurde
flissiges LB Medium mit Ampicillin oder Kanamycin versetzt und die Bakterien Uber Nacht bei
37 °C und 200 rpm angezogen. Hierzu wurden entweder Klone gepickt oder von einer
Ubernachtkultur in 300 ml LB Medium angeimpft. Das Selektionsantibiotikum Ampicillin oder
Kanamycin diente dabei zur spezifischen Amplifikation des gewiinschten Plasmids, da nur

Bakterien, die das Plasmid aufgenommen hatten, auch wachsen konnten.

3.1.2 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli

Um die Aufnahme von Plasmiden in Bakterien zu erreichen, mussten E. coli TG1 Zellen
chemisch kompetent gemacht werden. Hierzu wurden 100 ml einer LB-FlUssigkultur mit einer
2 ml Ubernachtkultur angeimpft. Es folgte eine Inkubation der Zellen bei 37 °C und 200 rpm
bis zu einer OD600 von 0,3.
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Bei dieser OD befinden sich die Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase. Diese
wurden daraufhin fir 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C
bei 4.000 rpm und der Uberstand wurde verworfen. Um die chemische Kompetenz der
Bakterienzellen zu induzieren wurde das Zellpellet in 10 ml 0,1 M MgCl, resuspendiert. Die
nun chemisch kompetenten Bakterien wurden erneut fir 10 min bei 4°C und 4.000 rpm
abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 20 ml einer 0,1 M eiskalten CaClz-L6sung
resuspendiert und fur 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein weitere Zentrifugation bei 4.000
rpm und 4 °C fur 10 min. Das Bakterienpellet wurde anschlieBend in 1 ml 0,1 M CaCl>-Lésung

mit 15 % Glycerin aufgenommen und als 100 ul Aliquot bei -80 °C eingefroren.

3.1.3 Hitzeschock-Transformation von chemisch kompetenten Escherichia coli

Chemisch kompetente E. coli TG1 Bakterien wurden zur Amplifikation von Plasmiden genutzt.
Hierzu wurden die Bakterien mit 1 pg aufgereinigtem Plasmid versetzt und das Gemisch fur
30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock wurde bei 42 °C fir 42 s durchgefiihrt und die
Bakteriensuspension anschlie3end mit 1 ml LB Medium versetzt. Es folgte eine Inkubation von
30 min bei 37 °C und 350 rpm. Dieser Schritt diente zur Regeneration der Zellen bzw.
bendtigen die Zellen diese Zeit zur Expression des Resistenzgens. Anschliel3end wurden die
Zellen bei 5.000 rpm fur 1 min abzentrifugiert und in ca. 50 pl des Uberstandes resuspendiert.
Die Bakteriensuspension wurde auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum

ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2 Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien

3.2.1 Kultivierung von C2-Zellen

Proliferationsmedium fur C2-Zellen
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

(+4,5 g/L Glucose, - L-Glutamine, -
Pyruvat)

15 % FCS

2 % Natrium-Pyruvat

1 % nicht essenzielle Aminosauren
(NEAA)

100 1U/ml Penicillin/ Streptomycin
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Die Kultivierung der murinen Myoblasten C2-Zellen erfolgte bei 37°C, 5 % CO,-Gehalt und 95
% Luftfeuchtigkeit. Die Zellen wurden ca. alle 2 Tage bei einer Konfluenz von 80 % in neue
Kulturgefalle umgesetzt. Hierzu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml
Trypsin/EDTA benetzt und fur 2-3 min im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die
abgeldsten Zellen in Medium resuspendiert und bei ca. 2.000 rpm fur 3 min abzentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert und die Zellsuspension im Verhaltnis

1:6 oder 1:10 in neue Zellkulturschalen Uberfihrt.

3.2.2 Differenzierung von C2-Zellen zu Myotuben

Differenzierungsmedium flr C2-Zellen
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

(+4,5 g/L Glucose, - L-Glutamine, -
Pyruvat)

2 % Pferdeserum

2 % Natrium-Pyruvat

1 % nicht essenzielle Aminosauren
(NEAA)

100 1U/ml Penicillin/ Streptomycin

Die Differenzierung von C2-Zellen fand bei einer Konfluenz ab 90 % statt. Hierzu wurden die
Zellen bei 37 °C, 5 % CO2-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Die
Differenzierung der Myoblasten zu Myotuben wurde durch die Zugabe von
Differenzierungsmedium induziert und als Tag O der Differenzierung gezéhlt. Anschliel3end
wurde taglich das Differenzierungsmedium gewechselt. Fir C2-Zellen konnten abhangig vom
Differenzierungsstatus an Tag 5 spontane Kontraktionen der Myotuben beobachtet werden

und die Myotuben fir weiter Analysen genutzt werden.

3.2.3 Transfektion mittels JetPRIME® Reagenz

Zur Uberexpression oder Depletion von Proteinen in C2-Zellen erfolgte eine transiente
Transfektion von DNA bzw. siRNA mittels JetPRIME® Reagenz von Polyplus transfection®.
Die Transfektion wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgefihrt. Fir C2-Zellen
wurden die Zellen am Tag O der Differenzierung nach Herstellerangaben fir 6-well Schalen

transfiziert.
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Um eine bessere Transformationseffizienz Giber den Zeitraum der Differenzierung der Zellen
zu gewabhrleisten, wurden diese erneut nach dem Differenzierungsmediumwechsel an Tag 2

der Differenzierung transfiziert.

3.2.4 Behandlung mit Inhibitoren in eukaryotischen Zellen

Um den autophagischen Abbau der Proteine zu hemmen, wurden die Zellen mit
E64d/PepstatinA behandelt. Diese Inhibitoren komplexieren spezifisch mit den lysosomalen
Proteasen und verhindern so deren enzymatische Aktivitat (Yang et al., 2013). Wahrend E64d
Cystein-Proteasen hemmt, inhibiert PepstatinA die sauren Proteasen. Fir die Behandlung der
C2-Zellen wurde eine Endkonzentration von 5 pg/ml an Inhibitor verwendet. Hierzu wurde ein
Ansatz aus in DMSO geléstem E64d und in Ethanol geldstem PepstatinA zu den
differenzierten C2-Zellen pipettiert und fur 5 h bei 37 °C inkubiert. Dartiber hinaus wurde auch
der Autophagie-Inhibitor Ammoniumchlorid (NH4Cl) zur Behandlung der C2-Zellen genutzt.
Die schwache Base Ammoniumchlorid inhibiert durch Lumenalkalisation die Fusionierung des
Lysosoms und dadurch die Degradierung des Autophagosoms (Hart and Young, 1991; Yang
et al., 2013).

C2-Zellen wurden auch mit Cycloheximid behandelt. Diese Substanz inhibiert die
Proteintranslation, indem es die Peptidibertragung auf die t-RNA und gleichzeitig deren
Translokation an den Ribosomen verhindert (Obrig et al., 1971). Hier wurde eine Konzentration

von 100 puM eingesetzt, um den Proteinabbau im Immun-Blot sichtbar zu machen.

Tabelle 9: Verwendete Inhibitoren

Inhibitor Konzentration
E64d 5 pg/ml
Pepstatin A 5 pg/ml
Cycloheximid 100 pM
NH4CI 20 mM

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Plasmidpraparation aus Escherichia coli

Um Plasmide aus E. coli TG1 zu praparieren wurden die Bakterien zuvor durch Hitzeschock
mit dem gewdlnschten Plasmid transformiert. AnschlieRend wurden die Bakterien auf LB-

Agarplatten mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum ausplattiert oder in einer 3 bis
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5 ml Vorkultur Gber Nacht angezogen. Darauffolgend wurde eine 300 ml-Kultur mit passendem
Antibiotikum angezogen, um eine Maxi-Praparation des Plasmids durchzufuhren. Hierzu
wurde das Protokoll fir NucleoBond® Xtra Maxi Kit von Macherey-Nagel nach

Herstellerangaben durchgefiihrt.

3.3.2 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch am Nano-Drop (TrayCell) der Firma
Hellma. Um den Gehalt von Nukleinsauren in einer Losung zu bestimmen, wird der
Absorptionswert der Lésung bei 260 nm (A260) verwendet, fir Proteine bei 280 nm. So ergibt
sich fur eine Extinktion von 1 bei einer Wellenlange von 260 nm die Konzentration fir RNA bei
40 ng/pl und bei doppelstrangiger DNA von 50 ng/ul. Die Quotientenbildung zur Ermittlung der
Reinheit erfolgte durch das Nano-Drop™. Hierzu wurden die Quotienten aus OD260/OD2so und
OD260/OD230 gebildet. Bei einem Wert von 1,8 wurden die DNA Praparationen als sauber
erachtet, fir RNA lag der Wert bei 2,0.

3.3.3 Sequenzierung

Um die korrekte DNA-Abfolge in Plasmiden zu Uberpriifen, wurden diese sequenziert. Die
Sequenzierung wurde bei Eurofins Genomics Germany GmbH in Auftrag gegeben und nach
dem Sanger-Sequenzierungsverfahren durchgefihrt. Hierzu wurden die Plasmide in einer

Konzentration von 0,05 pg/pl und einem Volumen von 20 pul verschickt.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Herstellung von Proteinextrakten

RIPA-Lysepuffer (+SDS)
25 mM Tris, pH 8

150 mM NaCl

0,1 % SDS

0,5 % Natriumdeoxycholat

1 % Nonidet P-40

10 % Glycerol

2 mM EDTA
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1x “PhosSTOP" Phosphatase-Inhibitor

1x "Complete"-Protease-Inhibitor-Cocktail

3x SDS-Probenpuffer
0,1 M Tris/HCI

10 % Glycerin

3 % SDS

2 % Mercaptoethanol

0,05 % Bromphenolblau

Um die Auswirkungen der Uberexpression oder Depletion sowie von Elektrostimulation (Kap.
3.5.1) auf Proteine in eukaryotischen Zellen zu analysieren wurden diese, wie in Kapitel 3.2.5
transfiziert. Zur Analyse der Auswirkung wurden im Regelfall 24 h nach der zweiten
Transfektion oder unmittelbar nach der Elektrostimulation Proteine aus den Zellen extrahiert.
Zur Isolation von Proteinen aus eukaryotischen Zellen wurden diese einmal mit kaltem PBS
gewaschen und anschlieBend in 1 ml kaltem PBS mittels eines Zellschabers von der
Zellkulturplatte gelost. Die Zellsuspension wurde fiir 3-5 min bei 4°C und 13.200 rpm
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in RIPA-Lysepuffer resuspendiert, 3x fur 10 s sonifiziert und
fur 20 min bei 4°C inkubiert. Das Lysat wurde darauffolgend fiir 20 min bei 4 °C und 13.200
rom zentrifugiert. Die Proteinkonzentrationsbestimmung der im Uberstand befindlichen
Proteine, erfolgte nach dem Bradfordtest (siehe Kapitel 3.4.2). Die Proteinmenge wurde in
RIPA-Puffer und dreifach konzentriertem SDS-Probenpuffer eingestellt.

3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentrationsbestimmung der Zelllysate erfolgte nach dem kolorimetrischen
Bradfordtest (Ernst and Zor, 2010). Diese Methode beruht auf der Komplexbildung von
Coomassie Brilliant blue G-250 mit den isolierten Proteinen. Dabei verschiebt sich das
Absorptionsspektrum des ungebundenen Coomassie Brilliant blue G-250 von 465 nm zu 595
nm. Die Konzentration von Proteinen kann somit Uber die Zunahme des
Absorptionsmaximums bei 595 nm photometrisch detektiert werden. Fir den Bradford-Assay
wurden 1 ul Proteinlysat mit 19 yl H20 und 980 ul Bradford-Reagenz versetzt und nach einer

Inkubation fur 3-5 min bei Raumtemperatur im Photometer bei einer Wellenlange von 595 nm
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gemessen. FiUr den Leerwert wurde Wasser anstatt des Proteinlysats pipettiert. Das

Photometer wurde zuvor mit Hilfe einer Standard-y-Globulin-Verdinnungsreihe geeicht.

3.4.3 TCA-Fallung

Um Proteinproben zu Konzentrieren wurde eine Fallung mit Trichloressigsaure (TCA)
durchgefihrt. Die Proteinlésungen wurden dazu mit 50 %iger TCA Losung auf eine 12,5 %ige
Konzentration eingestellt und anschlieBend fur mindestens 30 min oder Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Die ausgefallenen Proteine wurden durch die darauffolgende Zentrifugation bei
13.000 rpm und 4 °C pelletiert. Der TCA-haltige Uberstand wurde komplett entfernt und das
Proteinpréazipitat anschlieBend in SDS-Probenpuffer gelost. Durch Gelbfarbung des
Probenpuffers war ein pH-Wert Shift der Probe als sauer erkennbar, dieser wurde durch
Zugabe von 1-2 pl 1M pH 9,0 Tris-Base neutralisiert.

3.4.4 Gelfiltration mittels einer Superose 6 Saule

Lysepuffer
20 mM MOPS pH 7,2

100 mM KClI

1 mM EDTA

0,5 % Tween

Equilibrierungspuffer
20 mM MOPS pH 7,2

100 mM KCI

0,5 mM EDTA

Mit Hilfe der Gelfiltration oder GroRenausschluss-Chromatographie lassen sich Proteine
anhand ihres molekularen Gewichts aufteilen. Hierbei ist es mdglich ein Proteingemisch unter
nativen Bedingungen zu fraktionieren und Protein-Protein Interaktionen zu erhalten. Je nach
GroRRe der Proteine oder Proteinkomplexe durchlaufen diese das Séulenmaterial schneller
oder langsamer. Dabei werden kleine Proteine oder Proteinkomplexe starker vom
Saulenmaterial zurtickgehalten als GrolRe. Mit der verwendeten Superose 6 10/300 GL Saule

(24 ml Séaulenvolumen) kénnen Molekile und Proteinkomplexe mit Molekulargewichten
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zwischen 5.000 und 5.000.000 Da analysiert werden. Die Saule wurde dazu an einen
Aktapurifier angeschlossen und die Steuerung erfolgte Uber die Unicorn Software. Die
verwendeten Puffer und Lésungen wurden vor dem Gebrauch sterilfiltriert und entgast, um ein
Verstopfen der Saule durch Partikel oder Lufteinschluss zu vermeiden. Alle Puffer und
Losungen wurden zusatzlich bei 4 °C gekihlt. Die Pumpen und Schlauche des Aktapurifiers
wurden vor Gebrauch mit Equilibrierungspuffer bei einer Flussrate von 1 ml/min mit 10 ml
gespult. Die Saule wurde mit zwei Saulenvolumen und einer Flussrate von 0,2 ml/min vor
Beginn der Chromatographie equilibriert. Fur die Chromatographien wurden je 50 pl des
Lysats aus EPS stimulierten und unstimulierten C2-Zellen (Kapitel 3.5.1) mit
Proteinkonzentrationen zwischen 4-7 pg verwendet. Hierzu wurden pro Ansatz 2 wells von
differenzierten C2-Zellen bendtigt. Die Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen und mittels
Zellschaber vom Kulturgefald abgeldst. AnschlieBend wurden die Zellen fir 2 min bei
13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das resultierende Zellpellet wurde
dreimal fur 20 s sonifiziert und in 350 pl Lysepuffer fir 30 min auf Eis lysiert, anschlie3end
wurde fur 30 min bei 4 °C und 100.000 x g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die
Chromatographie erfolgte bei einer Flussrate von 0,2 ml/min und einem Druck von etwa
0,5 MPa. Es wurden 40 Fraktionen von 5 ml bis 25 ml mit einem Volumen von 500 ul
gesammelt und die Proteine in diesen Fraktionen wurden mit TCA (siehe Kapitel 3.4.3) UN bei
4 °C gefallt. Die Pellets wurden anschliel3end entweder in 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen
und mittels Western Blot (Kapitel 3.4.4, Kapitel 3.4.5 und 3.4.6) analysiert oder zur weiteren
Analyse der Proteinkomplexe mittels Massenspektrometrie zu Prof. Dr. Pitter Huesgen nach
Jilich gebracht.

Die Kalibrierung der Saule zur tatsachlichen Feststellung der Elutionsvolumen der einzelnen
Proteine erfolgte nach Herstellerangaben mit dem Gel Filtration Kit von Cytvia. Der Lauf wurde
wie zuvor beschrieben bei den gleichen Bedingungen und Puffern mit einem Volumen von

30 ml ohne Fraktionssammlung durchgefuhrt.

Tabelle 10: Verwendete Kalibrierungsproteine

Kalibrierungsproteine Molekulargewicht in kDa Elutionsvolumen in ml
Thyroglobulin 660 11,2
Ferritin 440 14,8
Aldolase 158 16,2
Ovalbumin 44 18,3
Ribonuklease A 13,7 19,4
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3.4.5 Diskontinuierliche SDS-PAGE

3x SDS-Probenpuffer

0,1 M Tris/HCI

10 % Glycerin

3 % SDS

2 % Mercaptoethanol

0,05 % Bromphenolblau

Laufpuffer

25 mM Tris

190 mM Glycin

Tabelle 11: Trenngel nach Laemmli - Mengenangaben fir ein Gel

Trenngel nach Laemmli (fur 1 Gel)

Gelkonzentration 7,5% 125% 15 %
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 1,51 mi 1,52 mi 1,52 ml
30 % Acrylamid 1,51 mi 2,52 ml 3,02 ml
H20 2,89 mi 1,87 ml 1,37 mi
10 % SDS 89 ul 89 ul 89 ul
10 % APS 39 pl 39 ul 39 ul
TEMED 3.8 pl 3,8 ul 3,8 ul

Tabelle 12: Sammelgel nach Laemmli - Mengenangaben fir ein Gel

Sammelgel nach Laemmli (fur 1 Gel)

1,5 M Tris/HCI, pH 6,5 400 pl
30 % Acrylamid 266 pl
3% SDS 882 pl
H20 48 pl
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Bei der Sodium dodecyl sulphate-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) werden
Proteine nach ihrem molekularen Gewicht (kDa) in einem denaturierenden Verfahren
aufgetrennt, in dem diese durch ein elektrisches Feld wandern. Die Eigenladung der Proteine
wird dabei durch die negative Ladung des SDS im Probenpuffer tberlagert. Das anionische
Detergens SDS bricht au3erdem die Sekundér- und Quartaren-Proteinstrukturen auf. Das im
Probenpuffer enthaltene [3-Mercaptoethanol tragt ebenso zur Denaturierung bei, indem es als
reduzierendes Thiol die stabilen Disulfidbricken in Proteinen spaltet. Zusatzlich fand eine
Hitzedenaturierung fir 5 min bei 95 °C im Heizblock statt. Die Auftrennung der Proteine im
Polyacrylamidgel konnte so anhand der relativen Gré3e der Polypeptidketten erfolgen. Das
Polyacrylamidgel setzt sich aus einem Sammel- und einem Trenngel zusammen. Im
Sammelgel werden Proteine unterschiedlicher Proben auf einer H6he gebiindelt, um eine
gleiche Ausgangslaufhthe der Proben fir das folgende Trenngel zu schaffen. Die Proteine
wandern dabei mit unterschiedlicher Geschwindigkeit aufgrund ihrer Groé3e durch die Poren
des Polacrylamidgels in Richtung des Pluspols. Je kleiner die Proteine sind desto schneller

wandern diese durch das Gel. Es wurden 60 ug Protein pro Spur eingesetzt.

Der Gel-Lauf wurde bei einer Stromstarke von 20 - 30 mA pro Gel durchgefihrt. Als
GroRenreferenz wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder der Firma Thermo

Scientific aufgetragen.

3.4.6 Western Blot

Transferpuffer
20 mM Tris

144 mM Glycin

20 % Methanol

0,01 % SDS

Um spezifische Proteine in einem Immun-Blot nachzuweisen wurde ein Western Blot
durchgefuhrt. Hierzu wurden die Proteine zuvor in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
aufgetrennt und in einer Tankblot-Apparatur auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert.
Orthogonal zum Gel wird eine Spannung angelegt, sodass sich die negativ geladenen Proteine
von der Kathode (-) zur Anode (+) bewegen und auf der Membran haften bleiben.
Dementsprechend wurde das Polyacrylamidgel beidseitig von je drei Whatmanpapern®

umgeben und auf einer Nitrocellulose-Membran platziert.

36



Methoden

Die Whatmanpaper® sowie die Nitrocellulose-Membran wurden zuvor in Transferpuffer
equilibriert, welcher die Verbindung zwischen den Polen darstellt. Der Transfer erfolgte bei
einer Stromstarke von 300 mA und 300 V fir 90-100 min.

3.4.7 Immundektektion

TBST-Puffer
20 mM Tris/HCl pH 7,6

137 mM NacCl

0,006 % Triton X-100M Tris/HCI

Blockierungslésung
5 % Milchpulver/TBST oder
5 % BSA/TBST

Ponceau S Farbelésung
0,1 % Ponceau S

5 % Essigsaure

ECL L6sung A
45 ml H,0

5 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,5)

110 ml 90 mM p-Cumarsaure

250 pl 250 mM Luminol

ECL L6sung B
900 pl H-O

100 I 30 % H.0>

Nach dem Blotvorgang wurde die Membran kurz in Wasser gewaschen, um die Reste des
Transferpuffers zu entfernen. AnschlieRend wurden alle Proteine unspezifisch mit Hilfe von

Ponceau S ca. 2-5 min lang gefarbt und die Membran nach Entfarben mit H.O gescannt.
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Ponceau S ist ein roter Azofarbstoff, welcher reversibel an die positiv geladenen
Aminogruppen der Proteine bindet. Die temporare Ponceau-S-Farbung wurde sowohl als
Transferkontrolle sowie fiir die spatere Quantifizierung als Ladekontrolle verwendet. Um die
Proteinbanden auf der Membran zu visualisieren bzw. zu detektieren wurde eine
Immundetektion durchgefihrt. Hierzu wurde anschlie3end an die Farbung die Membran 1 h in
5 %iger Blockierungslosung blockiert, um Hintergrundsignale durch unspezifische
Antikorperbindung zu minimieren. Die primaren Antikorper wurden in einer Verdiinnung von
1:1000 bis 1:500 in Blockierungslosung gegen das zu detektierende Protein eingesetzt und
die Membran auf dem Schuttler iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach drei Waschschritten von
je 5 min mit TBST erfolgte im Anschluss die Inkubation mit einem entsprechenden Peroxidase-
gekoppelten, sekundaren Antikorper in einer Verdiinnung von 1:10.000. Nach drei weiteren
TBST-Waschschritten erfolgte die Detektion der gebundenen Antikérper durch eine
Peroxidase-vermittelte Chemilumineszenz-Reaktion unter Verwendung von ECL-L6sung. Das

entstandene Lumineszenz-Signal wurde auf einem Rontgenfilm aufgefangen und entwickelt.

3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Erzeugung mechanischer Belastung in Myotuben mittels Elektrostimulation

Tabelle 13: Verwendete Elektrostimulationsprogramme (EPS)

damage mild twitch (adaptiert)
0V 0V
10 ms 4 ms
15Hzfir5s 0,5 Hz
5 s Pause
5Hzflir5s
5 s Pause

Die Elektrostimulation (EPS) der zu Myotuben differenzierten C2-Zellen erfolgte in 6-well
Schalen. Hierfur wurden die Zellen wie in Kapitel 3.2.4 ausgesat und differenziert. Fur die
Erzeugung mechanischer Belastung werden die differenzierten Myotuben an Tag 4 bei
transfizierten Zellen und an Tag 5 bei nicht transfizierten Zellen in der 6-well Schale mit einer
C-Pace Einheit verbunden. Fir die Dauer der Elektrostimulation werden die Zellen bei 37 °C,
5% CO2-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die durch die Elektrostimulation

ausgeloste Kontraktionen der Myotuben wurden unter dem Lichtmikroskop kontrolliert.
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Die Zellen wurden, um unterschiedliche mechanische Belastungen zu simulieren,
verschiedenen Stimulationen ausgesetzt. Dabei fihrt ,damage” EPS zu starker mechanischer
Belastung in den Zellen und ,mild twitch® zu geringer mechanischer Belastung. Die Zeiten
variierten jeweils nach der verwendeten Elektrostimulation zwischen 5 h und 16 h.

AnschlielBend wurden die Zellen wie in Kapitel 3.4.1 geerntet.

3.6 Statistik

Die Signifikanzen wurden in Excel mit dem Student’s t-Test berechnet. Die Experimente
wurden bis zu einer Anzahl (n) von mindestens 5 in unabhangigen Durchlaufen durchgefihrt.
Die Quantifizierung der Intensitaten im Immun-Blot erfolgte mit ImageJ und die

darauffolgenden Berechnungen in Excel.
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4 Ergebnisse

4.1 Myogenese umfasst eine Induktion der CASA-Maschinerie und

weiterer Proteostase-Faktoren

Um einen Einblick zu erhalten, wie sich die Komponenten der CASA-Maschinerie bei der
Muskelzell-Differenzierung verhalten, wurden isolierte murine Myoblasten in der Petrischale
zu Myotuben differenziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zellen geerntet, Zelllysate

prapariert und mittels Immun-Blot analysiert.
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Abbildung 7: Expression von CASA-Komponenten, Zytoskelettproteinen und Proteostase-Faktoren
wahrend der Differenzierung von Myoblasten zu Myotuben.

(A) Zur Analyse der Veranderungen in der Proteinmenge wahrend des Differenzierungsprozesses wurden C2-
Zellen 5 Tage lang kultiviert und nach je einem Differenzierungstag geerntet. In der SDS-PAGE wurden pro Spur
jeweils 60 ug Protein geladen. Die Detektion der verschiedenen Proteine erfolgte tiber Western Blot mit den jeweils
entsprechenden Antikdrpern (B) Die Bandenintensitaten aus (A) wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die
Ponceau S-Intensitaten der gleichen Probe normalisiert. Die Proteinmenge der undifferenzierten Zellen wurde, mit
Ausnahme von HSPB1 und HSPBS5, gleich eins gesetzt. Fiir HSPB1 wurde die Proteinmengen der Zellen an
Differenzierungstag 3 gleich eins gesetzt, fir HSPB5 an Differenzierungstag 2. Die Daten zeigen die Mittelwerte
+/- SEM; n 25 *p < 0.05, **p = 0.01, ***p < 0.001.

Im Rahmen der Differenzierung kommt es zu einer starken Zunahme des Zytoskelettproteins
und CASA-Klienten FLNC. Gleiches gilt fir das Intermediarfilament Desmin (Capetanaki et al.,
1997). Die Daten belegen die erfolgreiche Differenzierung der Myotuben unter den gewahlten

experimentellen Bedingungen. Weiterhin konnten fir die Komponenten der CASA-
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Maschinerie BAG3, HSPB8 und SYNPO2 eine deutliche Zunahme der Proteinmenge wahrend
der Myogenese beobachtet werden (Abb. 7). Die Ausbildung des sarkomeren Zytoskeletts
geht also mit einer Induktion der CASA-Maschinerie einher.

Fur eine weitergehende Analyse wurden auch Antikdrper gegen verschiedene andere
Zytoskelett-Komponenten und Proteostase-Faktoren eingesetzt. Dazu zahlen die Filamin-
interagierenden Proteine FILIP1 und FILIP1L, die Zytoskelett-regulierende GTPase RhoA, die
kleinen Hitzeschockproteine und BAG3-Bindepartner HSPB5 und HSPB1, sowie die BAGS3-
regulierende Kinase STK38.

Die Proteinmengen von FILIP1 und dem verwandten Protein FILIP1L entwickeln sich wahrend
der Differenzierung gegenlaufig. Fur FILIP1L zeigte sich eine starke Abnahme wahrend die
FILIP1 Expression im Verlauf der Differenzierung, stark anstieg. Ein Riickgang der Expression
wurde auch fiir die GTPase RhoA beobachtet. Die kleinen Hitzeschockproteine HSPB1 und
HSPB5 waren in Myoblasten nicht detektierbar, zeigten aber eine sehr starke Zunahme zum
Ende der Differenzierung (Abb. 7B).

Fur die CASA-inhibierende Kinase STK38 wurde eine Zunahme der Proteinmenge bis zu Tag
2 der Differenzierung beobachtet, ab Tag 3 blieb die Proteinmenge hier annédhernd gleich
(Abb. 7).

Es wird deutlich, dass die Assemblierung sarkomerer Strukturen wéhrend der Myogenese mit
signifikanten Veranderungen in der Expression der CASA-Maschinerie und weiterer

Proteostase-Faktoren einhergeht.

4.2 In differenzierten Myotuben wird CASA aktiviert

Es sollte untersucht werden, ob die erhohte Expression der CASA-Komponenten in
differenzierten Myotuben auch zu einer Aktivierung des CASA-Abbauweges fiihrt. Hierfur
wurden Myoblasten und Myotuben fur 3 h mit den Proteaseinhibitoren (vgl. Kap. 3.2.4)
Pepstatin A und E64d behandelt. Diese hemmen die lysosomalen Proteasen und verhindern
so den Proteinabbau. Aus dem Verhaltnis der Proteinmengen der behandelten und
unbehandelten Zellen kann ein Abbau abgeleitet werden. Ist die Proteinratio grof3er als 1 findet

ein autophagischer Abbau statt.

Fur das CASA-Substrat FLNC war in Myotuben ein geringer, aber deutlicher Umsatz sichtbar
(Abb. 8). Da nur ein Teil der gesamten Filaminmolekuile eine Abbau-induzierende Schadigung
erfahrt, waren niedrige Umsatzraten zu erwarten gewesen. BAG3 und SYNPO2, welche beide
beim autophagischen Abbau Uber CASA selbst mit abgebaut werden, zeigten eine deutliche,

in Myotuben induzierte Umsatzrate (Abb. 8).
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Die erzielten Werte waren dabei &hnlich zu dem Wert, der fir den Autophagie-Marker p62
ermittelt wurde: ~1,5-fache Zunahme nach Autophagie-Inhibition fur 3 h. Die Daten belegen,

dass die Differenzierung der Myotuben zu einer Aktivierung des CASA-Abbauwegs flhrt.

Interessant ist dabei auch eine Betrachtung der Abbauraten in undifferenzierten Myoblasten,
Die gering exprimierten CASA-spezifischen Komponenten BAG3 und SYNPO2 sind in dieser
Situation nicht aktiv an Abbauvorgangen beteiligt, wie den nicht-signifikant Gber 1 liegenden
Abbauraten zu entnehmen ist. Fur den Autophagie-Adapter p62, der neben CASA auch an
anderen Formen der selektiven Autophagie beteiligt ist, ist demgegentber jedoch schon in

Myoblasten ein Umsatz nachweisbar.
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Abbildung 8: Autophagischer Abbau des CASA-Substrats FLNC und der Komponenten der CASA-
Maschinerie in Myoblasten und Myotuben.

(A) C2-Zellen wurden 5 Tage lang kultiviert. Es wurden zu Beginn Myoblasten und an Differenzierungstag 5
Myotuben geerntet. C2-Myoblasten sowie Myotuben wurden, wenn angegeben mit den Proteaseinhibitoren
Pepstatin A und E64d (pep./E64d je 5 pg/ml pro Inhibitor) fur 3 h behandelt. In der SDS-PAGE wurden pro Spur
jeweils 60 pg Protein geladen. Die Proteine wurden tber Western Blot mit den jeweils entsprechenden Antikérpern
detektiert. (B) Die Bandenintensitdten aus (A) wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-
Intensitéaten der gleichen Probe normalisiert. Aus den Proteinmengen wurde die Ratio von Proteaseinhibitor-
behandelten zu unbehandelten Zellen gebildet. Die Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n 2 5; *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001.

4.3 In differenzierten Myotuben werden neben CASA-Komponenten auch

weitere Proteostase-Faktoren autophagisch umgesetzt

Fur das kleine Hitzeschockprotein HSPB8, welches mit BAG3 interagiert und als Teil der
CASA-Maschinerie selbst mit abgebaut wird, wurde ebenfalls ein deutlich erhéhter Umsatz in
Myotuben festgestellt (Abb. 9). Dies belegt weiterhin die Aktivierung von CASA im Zuge der

Muskelzell-Differenzierung.
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Die kleinen Hitzeschockproteine HSPB5 und HSPB1 sind als Bindepartner von BAG3 in der
Literatur beschrieben worden, aber wurden noch nicht als Partnerproteine von BAG3 im Zuge
der Autophagie identifiziert. Interessanterweise, konnte fur beide Chaperone ein signifikanter
autophagischer Umsatz in Myotuben festgestellt werden (Abb. 9). Fir HSPB5 wurde
zusatzlich, die durch posttranslationale Modifikationen an Serin 59 phosphorylierte Form von
HSPB5 analysiert. FUr diese phosphorylierte Form von HSPB5 war in Myoblasten kein
autophagischer Abbau nachweisbar (Abb. 9).
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Abbildung 9: Autophagischer Abbau kleiner Hitzeschockproteine in Myoblasten und Myotuben.

(A) C2-Zellen wurden 5 Tage lang kultiviert. Es wurden zu Beginn Myoblasten und an Differenzierungstag 5
Myotuben geerntet. C2-Myoblasten sowie Myotuben wurden, wenn angegeben mit den Proteaseinhibitoren
Pepstatin A und E64d (pep./E64d je 5 pg/ml pro Inhibitor) fiir 3 h behandelt. In der SDS-PAGE wurden pro Spur
jeweils 60 ug Protein geladen. Die Proteine wurden Gber Western Blot mit den jeweils entsprechenden Antikorpern
detektiert. (B) Die Bandenintensitdten aus (A) wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-
Intensitaten der gleichen Probe normalisiert. Aus den Proteinmengen wurde die Ratio von Proteaseinhibitor-
behandelten zu unbehandelten Zellen gebildet. Die Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n = 5; *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001, nd= nicht detektierbar, ns= nicht signifikant.

Fir die sHSPs HSPB2 und HSPB?7, fur die bisher keine Interaktionen mit BAG3 beschrieben

wurden, konnte keine signifikante Umsatzrate in Myotuben festgestellt werden (Abb. 9).

43



Ergebnisse

Fur RhoA, FILIP1L und FILIP1 wurde ebenfalls ein signifikanter autophagischer Umsatz in
differenzierten Myotuben beobachtet (vgl. Abb. 10). Fir FILIP1 war in Myotuben eine deutlich
erhohte ~2,5-fache Umsatzrate festzustellen. Im Falle von RhoA und FILIP1L konnte ein
erhohter Abbau mittels CASA gegebenenfalls die starke Abnahme der Expression, die flr

beide Proteine wahrend der Differenzierung beobachtet wird, erklaren.
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Abbildung 10: Autophagischer Abbau weiterer Zytoskelett-Komponenten und Proteostase-Faktoren RhoA,
FILIP1 und FILIP1L in Myoblasten und Myotuben.

(A) C2-Zellen wurden 5 Tage lang kultiviert. Es wurden zu Beginn Myoblasten und an Differenzierungstag 5
Myotuben geerntet. C2-Myoblasten sowie Myotuben wurden, wenn angegeben mit den Proteaseinhibitoren
Pepstatin A und E64d (pep./E64d je 5 pg/ml pro Inhibitor) fir 3 h behandelt. In der SDS-PAGE wurden pro Spur
jeweils 60 ug Protein geladen. Die Proteine wurden tber Western Blot mit den jeweils entsprechenden Antikérpern
detektiert. (B) Die Bandenintensitdten aus (A) wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-
Intensitaten der gleichen Probe normalisiert. Aus den Proteinmengen wurde die Ratio von Proteaseinhibitor-
behandelten zu unbehandelten Zellen gebildet. Die Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n = 5; *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001, nd= nicht detektierbar, ns= nicht signifikant.
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4.4 Die CASA-regulierende Komponente STK38 unterliegt in Myotuben

einem autophagischen Abbau

Fur die CASA-regulierende Kinase STK38 zeigte sich nach der Differenzierung von
Myoblasten zu Myotuben eine signifikante Zunahme im Proteinumsatz und ein 1,5-facher
Proteinumsatz wie bereits fir den Autophagie-Marker p62 (Abb. 11). Aufgrund der Assoziation
von STK38 mit BAG3 kommt es anscheinend zu einer Co-Degradation dieser BAG3-

regulierenden Kinase, wenn CASA in Myotuben aktiviert wird.
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Abbildung 11 Autophagischer Abbau der CASA-regulierenden Kinase STK38.
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(A) C2-Zellen wurden 5 Tage lang kultiviert. Es wurden zu Beginn Myoblasten und an Differenzierungstag 5
Myotuben geerntet. C2-Myoblasten sowie Myotuben wurden wenn angegeben mit den Proteaseinhibitoren
Pepstatin A und E64d (pep./E64d je 5 pug/ml pro Inhibitor) fir 3 h behandelt. In der SDS-PAGE wurden pro Spur
jeweils 60 pg Protein geladen. Die Proteine wurden uber Western Blot mit den jeweils entsprechenden Antikérpern
detektiert. (B) Die Bandenintensititen aus (A) wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-
Intensitéten der gleichen Probe normalisiert. Aus den Proteinmengen wurde die Ratio von Proteaseinhibitor-
behandelten zu unbehandelten Zellen gebildet. Die Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n =2 5; *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001.
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4.5 In Myotuben ist der autophagische Abbau von FLNC und SYNPO2

strikt von BAG3 abhangig

Es sollte untersucht werden, welche der in Myotuben beobachteten autophagischen
Abbauvorgange von BAG3 abhangig sind. Dazu wurde das Cochaperon transient in C2-Zellen
depletiert. Die Zellen wurden jeweils an den Tagen TO und T2 der Differenzierung mit
entsprechender siRNA transfiziert und an T4 mit Proteaseinhibitor (Pep./E64d) fir 5 h
behandelt und geerntet. Die BAG3-Depletion war in den Myotuben mit einer insgesamt rund
70 %igen Abnahme der Proteinmenge in der Zelle erfolgreich (Abb. 12B). Zur Kontrolle der
erfolgreichen Proteaseinhibition wurde p62 als Autophagie-Marker detektiert und zeigte die

erwartete Akkumulation in den behandelten Proben (Abb. 12).
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Abbildung 12: BAG3 Depletion in murinen Myotuben inhibiert den autophagischen Abbau von FLNC und
SYNPOZ2.

(A) Um BAG3 zu depletieren wurden die C2-Zellen in Kultur jeweils an TO und T2 der Differenzierung transient mit
siRNA transfiziert (siBAG3); es wurde ebenfalls eine Kontroll-siRNA verwendet. Die Myotuben wurden an
Differenzierungstag T4 geerntet. Es wurden sowohl BAGS3-depletierte Zellen als auch Kontroll-Zellen mit
Proteaseinhibitor (pep./E64d je 5 pg/ml pro Inhibitor) fur 5 h behandelt. In der SDS-PAGE wurden pro Spur jeweils
60 pg Protein geladen. Die Proteine wurden uber Western Blot mit den jeweils entsprechenden Antikdrpern
detektiert. (B) Die Bandenintensitdten aus (A) wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-
Intensitaten derselben Probe normalisiert. Die Proteinmenge der Kontrolle wurde auf eins gesetzt. (C) Aus den
Proteinmengen wurde auch die Ratio von Proteaseinhibitor-behandelten zu unbehandelten Zellen gebildet. Die
Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n=9; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 n.s.= nicht signifikant.

Fur das CASA-Substrat FLNC wurde, wie bereits zuvor beobachtet (Abb. 8), ein leichter aber
durchaus signifikanter Umsatz in den Kontrollzellen festgestellt (Abb. 12C). In den BAG3
depletierten und differenzierten Myotuben konnte jedoch kein signifikanter Umsatz mehr
festgestellt werden. Fir das zytoskelettale-Adapterprotein SYNPO2, welches mit BAG3
interagiert, konnte ebenfalls kein Umsatz mehr in den BAG3 depletierten Myotuben
nachgewiesen werden (Abb. 12C). Die Daten belegen, dass der autophagische Abbau von
FLNC und SYNPO?2 in differenzierten Myotuben strikt von BAG3 abhéngig ist und insofern
Uber den CASA-Abbauweg erfolgt.
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4.6 In Myotuben wird RhoA mittels BAG3 autophagisch abgebaut

Die kleine GTPase RhoA ist entscheidend an der Aktivierung von Stressfasern beteiligt und
ein Aktivator der Myogenese (Bryan et al., 2005). Wahrend der Differenzierung von Myotuben
kommt es zu einer Abnahme der Proteinmenge von RhoA zu einem Zeitpunkt, wenn CASA-
Komponenten verstarkt exprimiert werden und der CASA-Abbauweg aktiv wird. Es bestand
daher die Mdglichkeit, dass RhoA mittels CASA abgebaut wird. Um dies zu verifizieren, wurde

der Umsatz von RhoA in BAG3-defizienten Myotuben untersucht.

In differenzierten Myotuben ist die Proteinmenge von RhoA gering und ein Umsatz deutlich zu
erkennen (Abb. 13A, B). Eine Depletion von BAG3 in differenzierten Myotuben fuhrt zu einem
deutlichen Anstieg der Proteinmenge von RhoA und ein Umsatz kann nicht lAnger beobachtet
werden. RhoA wird somit BAG3-abhéngig autophagisch abgebaut, was auch zu einem Anstieg
der Proteinmenge fuhrt (Abb. 13A, B). Um diesen BAG3-abhangigen Effekt auf die Zunahme
der Proteinmenge von RhoA zu Uberprifen, wurden die C2-Zellen zusatzlich zur siRNA mit
einem BAG3 Expressionsplasmid transfiziert (Abb. 13C). Hier zeigte sich ein &hnlicher Effekt
auf die RhoA-Proteinmenge zwischen der Kontrolle und den BAG3 lberexprimierten und
gleichzeitig depletierten Myotuben (Abb. 13C). Die Zunahme der Proteinmenge von RhoA ist
somit BAG3-abhangig.

Um festzustellen, ob die Verdnderung der Proteinmenge zwischen den Myoblasten und den
Myotuben, wie in Kapitel 4.1 und 4.3 bereits gesehen auf Anderungen der Transkriptmenge
zurlckzuftihren sind, wurde dies mittels Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung durch Philipp
Leyendecker untersucht. Die mRNA Mengen wurden durch RNA-Seq Analyse fur Myoblasten
und Myotuben analysiert. Hierfur wurde zuvor die RNA aus Myoblasten und Myotuben isoliert.
Die RNA wurde daraufhin sequenziert und mit Hilfe der Software DESeqg2 von Philipp
Leyendecker ausgewertet. Es konnte fir die Transkriptmenge von RhoA zwischen den
Myoblasten und den Myotuben keine Anderungen festgestellt werden (vgl. Abb. 13D). Die
deutliche Abnahme der RhoA-Proteinmenge zwischen Myoblasten und Myotuben ist nur auf

Translationsebene sichtbar (Abb. 13D). RhoA wird somit nicht auf Transkriptebene reguliert.
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Abbildung 13: BAG3-Depletion fihrt zum Anstieg der RhoA-Proteinmenge und verhindert den
autophagischen Abbau von RhoA.

(A) Um BAG3 zu depletieren wurden die C2-Zellen in Kultur jeweils an TO und T2 der Differenzierung transient mit
SiRNA transfiziert (SiBAG3); es wurde ebenfalls eine Kontroll-siRNA verwendet. Die Myotuben wurden an
Differenzierungstag T4 geerntet. Es wurden sowohl BAGS3-depletierte Zellen als auch Kontroll-Zellen mit
Proteaseinhibitor (pep./E64d je 5 pg/ml pro Inhibitor) fir 5 h behandelt. In der SDS-PAGE wurden pro Spur jeweils
60 pg Protein geladen. Die Proteine wurden Uber Western Blot mit den jeweils entsprechenden Antikdrpern
detektiert. (B) Die Bandenintensitaten aus (A) wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-
Intensitéaten derselben Probe normalisiert. Aus den Proteinmengen wurde auch die Ratio von Proteaseinhibitor-
behandelten zu unbehandelten Zellen gebildet. Die Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n = 8; *p < 0.05, **p <
0.01, ***p £0.001, n.s.= nicht signifikant. (C) Um die BAG3 Depletion aufzuheben wurden die C2-Zellen zusatzlich
zur Transfektion mit siRNA (SiBAG3) mit einem pcDNA-BAG3 Plasmid an TO und T2 der Differenzierung
transfiziert. In der SDS-PAGE wurden pro Spur jeweils 60 ug Protein geladen. Die Proteine wurden iber Western
Blot mit den jeweils entsprechenden Antikdrpern detektiert. (D) Myoblasten und Myotuben wurden sowohl auf
Transkript-als auch auf Proteinebene auf die vorhandene RhoA-Menge analysiert. Hierzu wurden die
Transkriptmengen nach RNA Isolation durch Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung in Zusammenarbeit mit Philipp
Leyendecker auf Anderungen der mRNA Menge in Myotuben untersucht. Die Proteine wurden tiber Western Blot
mit dem RhoA-Antikdrper detektiert. Die Bandenintensitdten wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die
Ponceau S-Intensitaten derselben Probe normalisiert. Die Proteinmenge sowie die Transkriptmenge der
Myoblasten wurde gleich eins gesetzt. Die Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n=5; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

Demnach wird RhoA BAG3-vermittelt autophagisch in Myotuben abgebaut und kénnte ein

neues Klientenprotein der CASA-Maschinerie sein.
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4.7 Der autophagische Abbau von FILIP1L in differenzierten Myotuben

erfolgt in Abhéangigkeit von BAG3

Fur FILIP1L wurde eine Abnahme der Proteinmenge wahrend der Differenzierung ahnlich wie
fir RhoA beobachtet (Kap.4.1). So wird auch der autophagische Abbau von FILIP1L in
Myotuben zu einem Zeitpunkt festgestellt, wenn der CASA-Abbauweg aktiv wird (siehe Kapitel
4.1 und 4.2), sodass auch FILIP1L mdglicherweise tber CASA abgebaut wird. Um dies zu
analysieren, wurde der Umsatz von FILIP1L in BAG3-depletierten Myotuben untersucht (vgl.
Kapitel 4.5).
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Abbildung 14: BAG3-Depletion beeinflusst die Proteinmenge und den autophagischen Abbau von FILIP1L.

(A) Um BAG3 zu depletieren wurden die C2-Zellen in Kultur jeweils an TO und T2 der Differenzierung transient mit
SsiRNA transfiziert (siBAG3); es wurde ebenfalls eine Kontroll-siRNA verwendet. Die Myotuben wurden an
Differenzierungstag T4 geerntet. Es wurden sowohl BAG3-depletierte Zellen als auch Kontroll-Zellen mit
Proteaseinhibitor (pep./E64d je 5 pg/ml pro Inhibitor) fir 5 h behandelt. In der SDS-PAGE wurden pro Spur jeweils
60 pg Protein geladen. Die Proteine wurden uUber Western Blot mit den jeweils entsprechenden Antikdrpern
detektiert. (B) Die Bandenintensitdten aus (A) wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-
Intensitéten derselben Probe normalisiert. Die Proteinmenge der Kontrolle wurde auf eins gesetzt. Aus den
Proteinmengen wurde auch die Ratio von Proteaseinhibitor-behandelten zu unbehandelten Zellen gebildet. Die
Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n =2 9; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, n.s.= nicht signifikant.

In den differenzierten Myotuben ist die Proteinmenge von FILIP1L gering und ein signifikanter
autophagischer Umsatz deutlich zu erkennen (Abb. 14). In BAG3-depletierten Myotuben war
hingegen fir FILIP1L eine Verdoppelung der Proteinmenge im Vergleich zu den Kontrollzellen
festzustellen und ein autophagischer Abbau konnte nicht lAnger beobachtet werden (Abb. 14).
So wird FILIP1L BAGS3-abhéngig autophagisch in Myotuben abgebaut und kann als ein

weiteres mogliches Klientenprotein der CASA-Maschinerie angesehen werden.
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4.8 In differenzierten Myotuben operieren BAG3-unabhangige

Autophagiewege unter Beteiligung von FILIP1, HSPB5 und HSPB1

Die Myogenese umfasste neben der Induktion der CASA-Maschinerie auch die Induktion
weiterer Proteostase-Faktoren und sHSPs wie FILIP1, HSPB5 und HSPB1. Fir diese Proteine
konnte auch autophagischer Abbau in Myotuben festgestellt werden. Weshalb diese Proteine
auf eine mogliche Beteiligung am autophagischen Abbau lUber CASA untersucht wurden.
Hierfir wurde der Umsatz der Proteine, sowie die Proteinmengen in BAG3-depletierten

Myotuben analysiert (vgl. Kapitel 4.5).

Die untersuchten Proteinmengen fur FILIP1, HSPB5 und HSPB1 nahmen alle signifikant in
BAG3-depletierten Myotuben ab (vgl. Abb. 15). Fiur FILIP1 wurde sowohl in den Kontroll- als
auch den BAG3-defizienten Zellen ein autophagischer Abbau festgestellt. Wobei fur FILIP1 in

BAG3-depeltierten Zellen eine induzierte Umsatzrate festgestellt werden konnte (Abb. 15B).
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Abbildung 15: BAG3-Depletion beeinflusst den autophagischen Abbau von FILIP1, HSPB5 und HSPB1.

(A) Um BAGS zu depletieren wurden die C2-Zellen in Kultur jeweils an TO und T2 der Differenzierung transient mit
siRNA transfiziert (siBAG3); es wurde ebenfalls eine Kontroll-siRNA verwendet. Die Myotuben wurden an
Differenzierungstag T4 geerntet. Es wurden sowohl BAG3-depletierte Zellen als auch Kontroll-Zellen mit
Proteaseinhibitor (pep./E64d je 5 pg/ml pro Inhibitor) fir 5 h behandelt. In der SDS-PAGE wurden pro Spur jeweils
60 pg Protein geladen. Die Proteine wurden uber Western Blot mit den jeweils entsprechenden Antikdrpern
detektiert. (B) Die Bandenintensitdten aus (A) wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-
Intensitaten derselben Probe normalisiert. Die Proteinmenge der Kontrolle wurde auf eins gesetzt. Aus den
Proteinmengen wurde auch die Ratio von Proteaseinhibitor-behandelten zu unbehandelten Zellen gebildet. Die
Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n 2 5; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, n.s.= nicht signifikant.
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Ebenso konnte fir HSPB5 in BAG3-defizienten Zellen und in Kontrollzellen autophagischer
Abbau nachgewiesen werden (Abb. 15B). Fir HSPB1 konnte ein signifikanter autophagischer
Umsatz nur in BAG3-depletierten Zellen festgestellt werden (Abb.15B).

Die Zunahmen im autophagischen Abbau fir FILIP1, sowie der Nachweis von autophagischen
Abbau fir die kleinen Hitzeschockroteine HSPB5 und HSPB1 in BAG3-defizienten Myotuben,
lassen auf neue BAG3-unabhéngig autophagische Abbauwege schlieen.

4.9 EPS-induzierte mechanische Schadigung fuhrt zum Abbau von

Filamin C in murinen Myotuben

Im weiteren Verlauf sollten die Auswirkungen von mechanischem Stress auf die differenzierten
C2-Zellen untersucht werden. Da Muskelzellen haufig mechanischem Stress ausgesetzt sind,
wurden mit Hilfe einer C-Pace Maschine starke schadensauslosende mechanische
Schéadigungen (im Folgenden als ,damage” EPS bezeichnet) in murinen Myotuben ausgeldst
und diese zur Kontraktion angeregt. Diese starke mechanische Schadigung fihrt zu
vermehrten Lasionen innerhalb der Z-Scheibe der Myotuben (Orfanos et al., 2016). Fur die
Elektrostimulation wurde ein Puls von 10 V und 10 ms gewahlt. Das Pulsprogramm wechselt
dabei zwischen 15 Hz fur 5 s gefolgt von 5 s Pause, erneuten Kontraktionen mit 5 Hz fir 5 s
und anschlieBend 5 s Pause. Dieses Programm wurde fur den angegeben Zeitraum 5 h
angelegt (vgl. Kapitel 3.5.1). Hierfur wurden die C2-Zellen in 6-well Schalen elektrostimuliert
und jede Stunde geerntet. Zur Analyse der Auswirkungen der mechanischen Schéadigung in
Myotuben wurde das CASA-Substrat FLNC sowie der Autophagie-Marker p62 in mechanisch
gestressten Myotuben untersucht. Zuséatzlich wurde der Translationsinhibitor Cycloheximid
(CHX) genutzt und ein Teil der C2-Zellen tber die Dauer von 5 h behandelt. CHX verhindert
die Synthese neuer Proteine in der Zelle und wird Ublicherweise in Glattmuskelzellen
eingesetzt, um hier den Filamin-Abbau nach induzierter mechanischer Schadigung sichtbar zu

machen.

Fur FLNC zeigte sich bereits fur die unbehandelten mechanisch geschadigten Myotuben eine
Abnahme in der Proteinmenge nach 3 h und fir bis zu 5 h (Abb. 16). Diese Abnahme der
Proteinmenge von FLNC wurde von einer Zunahme der Proteinmenge des Autophagie-
Markers p62 wahrend mechanischer Schadigung begleitet (Abb. 16). In mechanisch
geschadigten und mit CHX-behandelten Myotuben wurde hingegen eine annéhrend
gleichbleibende Proteinmenge fir FLNC festgestellt. Im Gegensatz dazu wurde bereits nach
einstiindiger CHX-Behandlung eine deutliche Abnahme der Proteinmenge in mechanisch

geschadigten Myotuben fiir p62 beobachtet (Abb. 16). Das Ubiquitin-Bindeprotein p62 ist
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dabei ausschlaggebend fur den autophagischen Abbau, da es das Abbausignal erkennt und
eine Kopplung an die Phagophormembran Gber LC3 initiiert. Die EPS-induzierte mechanische
Schadigung in Myotuben fihrt hier bereits zu einem sichtbaren Abbau von FLNC. Diese
Beobachtung fuihrte zu einem Umdenken in der Analyse fir den FLNC-Abbau in murinen
Myotuben.
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Abbildung 16: Mechanische Belastung fuhrt zum Abbau von Filamin Cin murinen Myotuben.

Der autophagische Abbau von FLNC findet in murinen Myotuben nach starker mechanischer Belastung statt. Der
Autophagie-Adapter p62 ist dabei essenziell fir den FLNC Abbau. (A) Zur Analyse des FLNC-Abbaus in C2-Zellen
wurden diese in 6-well Schalen ausgesat und differenziert. AnschlieRend wurden die Zellen im Abstand von je einer
Stunde geerntet und hierfiir 5 h starker mechanischer Belastung (5h damage EPS) ausgesetzt. Zusatzlich wurde
die Proteintranslation durch die Zugabe von 100 uM Cycloheximid (CHX) in den mechanisch belasteten C2-Zellen
gehemmt. Es wurden pro Spur jeweils 60 pg geladen. Die Detektion der verschiedenen Proteine erfolgte tber
Western Blot mit den jeweils entsprechenden Antikdrpern. (B) Die Bandenintensitaten aus (A) wurden mittels
ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-Intensitéten der gleichen Probe normalisiert. Die Proteinmenge der
unstimulierten Zellen wurde gleich eins gesetzt. Die Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n=9; *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001.

CHX ist in diesem Zellsystem nicht dafiir geeignet den FLNC-Abbau nach mechanischer
Belastung sichtbar zu machen. Weshalb im Folgenden zur Analyse des Proteinabbaus in
mechanisch geschadigten Myotuben weiterhin die Proteaseinhibitoren E64d und Pepstatin A

sowie Ammoniumchlorid (NH4Cl) eingesetzt wurden.
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4.10 Mechanische Schéadigung von Myotuben fuhrt zu einer Umstellung

autophagischer Abbauwege

Nachdem fir die CASA-Komponenten BAG3 und HSPB8, sowie fir die weiteren kleinen
Hitzeschockproteine HSPB1, HSPB5, und FILIP1 bereits autophagischer Abbau in Myotuben
festgestellt werden konnte, sollten nun die Auswirkungen mechanischer Schadigung auf den
autophagischen Abbau dieser Proteostase-Faktoren analysiert werden. Die Myotuben wurden
dazu wie in Kapitel 4.9 beschrieben zur Kontraktion angeregt. Zusatzlich zur
schadensauslésenden starken mechanischen Schadigung wurde auch ein adaptierter
Zustand mit Hilfe der C-Pace Maschine in Myotuben ausgeldst. Fir die adaptierten Zellen
wurde das ,mild twitch“ Programm flir 16 h von Differenzierungstag 4 auf 5 angelegt und
anschlieftend geerntet oder fir weitere 5 h mit dem ,damage“ EPS Programm die Myotuben
stimuliert. Durch die Anregung der Myotuben mit einer milden Spannungssequenz (siehe Kap.
3.5.1) Uber einen Zeitraum von 16 h kommt es durch induzierte Sarkomer-Bildung zu einer
Anpassung der Zellen an diese, was wiederum eine verbesserte Antwort auf mechanischen
Stress zur Folge hat. In diesem Zusammenhang werden die Zellen als adaptierte Myotuben
bezeichnet. Zusatzlich zur EPS-Behandlung wurden die C2-Zellen fir 5h mit dem

Proteaseinhibitor Ammoniumchlorid (NH4Cl) behandelt.

Fur das Cochaperone BAG3 wurde sowohl in Myotuben als auch in adaptierten Myotuben
nach mechanischer Schadigung ein Proteinumsatz festgestellt (Abb. 17B). Dieser
Proteinumsatz war jedoch geringer als fir den Autophagie-Marker p62 in Myotuben und
adaptierten Myotuben nach mechanischer Schadigung (Abb. 17B). Fur HSPB8 konnte, ahnlich
wie fir BAG3, nur noch ein geringer autophagischer Abbau in mechanisch geschadigten
Myotuben festgestellt werden. In adaptierten Myotuben konnte hingegen kein Proteinumsatz
fir HSPB8 nach mechanischer Schadigung nachgewiesen werden (Abb. 17). HSPBS8 wird in
adaptierten und mechanisch geschadigten Myotuben nicht lAnger autophagisch abgebaut und

zeigt hier eine Inaktivierung des konventionellen CASA-Abbauweges auf.

Fur das in der Literatur als Bindepartner von BAG3 beschriebenen sHSP, HSPB5 wurde kein

signifikanter Abbau in Myotuben nach mechanischer Schadigung erkannt (Abb. 17B).

Hier wurde jedoch ein Umsatz in adaptierten und mechanisch geschadigten Myotuben fir
HSPB5 festgestellt. Dariiber hinaus zeigte die phosphorylierte Form von HSPB5 und auch
HSPB1 einen deutlichen Proteinumsatz sowohl in den Myotuben als auch den adaptierten

Myotuben nach mechanischer Schadigung.
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Abbildung 17: Starke mechanische Schadigung inhibiert den autophagischen Abbau von HSPBS8 in
adaptierten Myotuben wéahrend autophagischer Abbau weiterhin fur BAG3, FILIP1, HSPB1 und pHSPB5
festgestellt wird.

(A) C2 Zellen wurden 5 Tage lang kultiviert. Es wurden an Differenzierungstag 5, Myotuben oder adaptierte
Myotuben geerntet. Einige der C2-Myotuben wurden von Tag 4 auf Differenzierungstag 5 uber elektrische
Impulsstimulation (mild twitch EPS) 16 h lang an leichte mechanische Belastung adaptiert. Des Weiteren wurde
starke mechanische Belastungen (damage EPS) in den adaptierten und nicht adaptierten Myotuben fur 5 h
ausgelost. Die Myotuben wurden fiir die Dauer der EPS- Behandlung von 5 h mit dem Proteaseinhibitor NH4CI
behandelt. In der SDS-PAGE wurden pro Spur jeweils 6 ug Protein geladen. Die Proteine wurden iber Western
Blot mit den jeweils entsprechenden Antikérpern detektiert. (B) Die Bandenintensitdten aus (A) wurden mittels
ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-Intensitaten derselben Probe normalisiert. Aus den Proteinmengen
wurde die Ratio von Proteaseinhibitor-behandelten zu unbehandelten Zellen gebildet. Die Daten zeigen die
Mittelwerte +/- SEM; n 2 5; *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001.

Fur HSPB7 und HSPB2, fur die bereits in differenzierten Myotuben kein Umsatz beobachtet
wurde, konnte weder in Myotuben noch in adaptierten Myotuben nach 5-stiindiger EPS-
Behandlung ein autophagischer Umsatz festgestellt werden (Abb. 17). Fur FILIP1 wurde
hingegen in Myotuben und adaptierten Myotuben nach mechanischer Schadigung ein
deutlicher autophagischer Abbau festgestellt (Abb. 17B).

Es wird deutlich, dass es durch mechanische Schadigung zu einer Umstellung autophagischer
Abbauwege in Myotuben kommt, wahrend neue Proteostase-Faktoren wie FILIP1 und die
BAG3-interagierenden sHSPs HSPB5 bzw. pHSPB5 sowie HSPB1 weiterhin autophagischen
Abbau zeigen.
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4.11 Nach einem mechanischem Schaden werden BAG3-unabhangige

Autophagiewege abhangig von BAG3

Im weiteren Verlauf sollte untersucht werden, ob FILIP1 und die sHSPs die zuvor in
mechanisch geschadigten Myotuben autophagischen Abbau gezeigt hatten, BAG3-abhéngig
unter starker mechanischer Schadigung autophagisch abgebaut werden. Auch die zuvor
analysierte GTPase RhoA und FILIP1L wurden auf BAG3-abhangige autophagische
Abbauvorgange unter starker mechanischer Belastung (damage EPS), untersucht. Dazu
wurde das Cochaperon transient in C2-Zellen depletiert und die Proteaseinhibitoren
(Pep./E64d) verwendet (vgl. Kapitel 4.5).

Fur HSPB5 wurde kein signifikanter autophagischer Umsatz nach mechanischer Belastung,
weder fur die Kontroll- noch die BAG3-depletierten Zellen beobachtet (Abb. 18B). Im
Gegensatz dazu, wurde jedoch ein deutlicher Umsatz nach mechanischer Belastung fir die
phosphorylierte Form von HSPB5 sichtbar (Abb. 18B). Dieser Umsatz konnte nicht l&nger in
BAG3-depletierten Myotuben nach mechanischer Belastung festgestellt werden. Auch fir
HSPB1 und RhoA wurde ein signifikanter Umsatz in mechanisch geschadigten Myotuben
nachgewiesen, dieser autophagische Abbau war nicht langer in BAG3-depletierten
mechanisch geschadigten Myotuben festzustellen. Fur FILIP1L war in mechanisch
geschadigten Myotuben kein autophagischer Abbau nachweisbar (Abb. 18). Im Gegensatz
dazu konnte fur FILIP1 autophagischer Umsatz in mechanisch geschadigten Myotuben
festgestellt werden (Abb. 18). In BAG3-depletierten und mechanisch geschadigten Myotuben
konnte hingegen kein autophagischer Umsatz mehr fur FILIP1 nachgewiesen werden (Abb.
18).
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Abbildung 18: BAGS3-abhangiger autophagischer Abbau von pHSPB5, HSPB1, RhoA und FILIP1 in
mechanisch geschadigten Myotuben.

(A) Um BAG3 zu depletieren wurden die C2-Zellen in Kultur jeweils an TO und T2 der Differenzierung transient mit
SiRNA transfiziert (SiBAG3); es wurde ebenfalls eine Kontroll-siRNA verwendet. Einige der C2-Myotuben wurden
an Tag 4 Uber elektrische Impulsstimulation (EPS) 5 h lang starker mechanischer Belastung (damage EPS)
ausgesetzt. Die Myotuben wurden anschlieRend geerntet. Es wurden sowohl BAG3-depletierte Zellen als auch
Kontroll-Zellen mit Proteaseinhibitor (pep./E64d) fir 5 h behandelt. In der SDS-PAGE wurden pro Spur jeweils 6 ug
Protein geladen. Die Proteine wurden Uber Western Blot mit den jeweils entsprechenden Antikdrpern detektiert. (B)
Die Bandenintensitaten aus (A) wurden mittels ImageJ quantifiziert und auf die Ponceau S-Intensitaten derselben
Probe normalisiert. Aus den Proteinmengen wurde die Ratio von Proteaseinhibitor-behandelten zu unbehandelten
Zellen gebildet. Die Daten zeigen die Mittelwerte +/- SEM; n = 6; *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, n.s.= nicht
signifikant.

Der autophagische Abbau von pHSPB5, HSPB1, RhoA, und FILIP1 ist in mechanisch
geschadigten Myotuben abhéngig von BAG3. Die Daten zeigen so neue mdgliche BAG3-

abhéngige autophagische Abbauwege in mechanisch geschadigten Myotuben auf.
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4.12 EPS-induzierte mechanische Stimulierung und Belastung verandert
die Ausbildung und Komposition von Proteostase-relevanten

Proteinkomplexen in Muskelzellen

Aus den vorangegangenen Experimenten waren neue autophagische Abbauwege und damit
zusammenhangend auch neue Proteostase-relevanten Proteinkomplexe denkbar. Daher
wurden in diesem Experiment Komplexe in Myotuben fir BAG3, den Autophagie-Marker p62,
die Chaperone HSPB8 sowie HSBP5 untersucht, die zuvor starker mechanischer Belastung
(damage EPS), sowie geringer mechanischer Belastung (adaptierte) und keiner mechanischer
Belastung ausgesetzt waren. Das Cochaperon BAG3 ist, aufgrund der unterschiedlichen
Interaktionsdoménen, dafiir bekannt mit verschiedensten Proteinen zu interagieren und
Komplexe zu bilden (Rauch et al., 2017). Ebenso bilden kleine Hitzeschockproteine haufig in
ihrer Aufgabe als Chaperone im Zuge der ,holdase“Funktion heterooligomere Komplexe aus.
Um die Komplexe nach erfolgter EPS-Behandlung der C2-Zellen sichtbar zu machen wurde
die Gelfiltration bzw. GroRenausschluss-Chromatographie genutzt. Die Zellen wurden
anschlieRend geerntet und die so erhaltenen Zelllysate wurden, wie in Kapitel 3.4.4
beschrieben auf die Superose 6 Saule fur die GrofRenfraktionierung geladen. Die erhaltenen

Fraktionen wurden nach TCA-Fallung mittels Immun-Blot analysiert.

Fur BAG3 war eine Verschiebung der Komplexe von ~440 kDa in Myotuben hin zu Komplexen
um die 500-600 kDa mit zunehmender mechanischer Schadigung zu erkennen (Abb. 19).
HSPBS8 zeigte sich zunachst in einem ~160 kDa Oligomer in den differenzierten Myotuben. In
den akut gestressten Myotuben verschiebte sich das HSPB8 Signal, ahnlich zum BAG3
Signal, von dem ~160 kDa Oligomer hin zu Komplexen um die ~500 kDa. In den adaptierten
und stark mechanisch belasteten Zellen wurde zusatzlich das ~160 kDa Oligomer fir HSPB8
wieder sichtbar, entkoppelt von der Verschiebung mit den BAG3-Komplexen bei ~500 kDa.
Die Adaptation, also die Anpassung der Myotuben an mechanische Belastung, konnte anhand
ahnlich groBer Komplexe bei adaptierten als auch mechanisch geschadigten Myotuben
beobachtet werden. Fur den Autophagie-Marker p62 konnten keine Anderungen der
gebildeten Komplexe zwischen rund 2.000 und 700 kDa nach mechanischer Belastung
festgestellt werden. Hier war jedoch p62 besser in den EPS-behandelten Zellen nachweisbar
(Abb. 19). Fur HSPB5 wurden Komplexe um die 500 bis 670 kDa detektiert, welche deutlicher

in adaptierten Myotuben nachgewiesen werden konnten (Abb. 19).

Die EPS-Behandlung von Myotuben zeigt also direkte Auswirkungen auf die Ausbildung von

Proteinkomplexen in Muskelzellen.
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Abbildung 19: Komplexbildung von BAG3, HSPB8, HSPB5 und p62 in mechanisch geschadigten und
ungeschadigten Myotuben.

C2-Zellen wurden 5 Tage lang kultiviert. Es wurden an Differenzierungstag 5, Myotuben oder adaptierte Myotuben
geerntet. Einige der C2-Myotuben wurden von Tag 4 auf Differenzierungstag 5 tiber elektrische Impulsstimulation
(mild twitch EPS) 16 h lang adaptiert. Des Weiteren wurde starke mechanische Schadigungen (damage EPS) in
den Myotuben fiir 5 h ausgeldst. Nach anschlieRender Zelllyse fand eine GroRenfraktionierung mittels einer
Superose 6 Saule statt. In der SDS-PAGE wurde das Zelllysat und die gesammelten Fraktionen 5-30 aufgetragen.
Die Proteinkomplexe wurden nach der GroéRenfraktionierung Uber Western Blot mit den jeweils entsprechenden
Antikdrpern detektiert.
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5 Diskussion

5.1 Myogenese fuhrt zur Induktion von CASA und weiteren

autophagischen Abbauvorgangen

Fur die Bildung und den Erhalt von Muskelgewebe sind die Synthese neuer Proteine, deren
korrekte Faltung und der Proteinabbau von entscheidender Bedeutung. CASA ist ein kraft-
induzierter Abbauweg, der fir den Erhalt der Muskulatur essentiell ist (Ulbricht et al., 2015).
BAG3 erkennt fehlgefaltete oder beschadigte Proteine wie FLNC und vermittelt deren Abbau
Uber CASA. Zusatzlich vermittelt BAG3 den Erhalt des Zytoskeletts unter Stressbedingungen
durch Aktivierung der Genexpression und Proteintranslation in Assoziation mit Komponenten

des Hippo- und mTOR-Signalwegs (Klimek et al., 2017).

Wahrend der Myogenese kommt es zur Verschmelzung von Myoblasten zu mehrkernigen
Myotuben und letztlich zur Bildung von Muskelfasern (Chal and Pourquié, 2017). Dabei bilden
sich Sarkomere aus, welche die kleinste funktionelle und kontraktile Einheiten der
Muskelzellen sind. Das Aktin-quervernetzende FLNC und das Intermediarfilament Desmin
sind dabei essentiell fir die Assemblierung von Sarkomeren (Capetanaki et al., 1997; Dalkilic
et al., 2006). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Induktion in der Expression
zytoskelettaler Proteine wie FLNC und Desmin von einer nahezu gleichzeitigen Induktion in
der Expression von CASA-Komponenten wie BAG3, SYNPO2 oder HSPB8 begleitet wird
(Abb. 7). Zusatzlich konnte die CASA-Aktivitdt in Myotuben nachgewiesen werden (Abb. 8;
Abb. 12). Da CASA ein kraft-induzierter Abbauweg ist, scheint es wahrend der Myogenese
bzw. in gebildeten Myotuben bereits zu einer Kraftgenerierung zu kommen. Diese mdgliche
Kraftgenerierung fuhrt zur Entfaltung zytoskelettaler Proteine in den Myotuben, woraufhin
CASA aktiviert wird, um fur den Abbau dieser zu sorgen (Ulbricht et al., 2013). Dabei flhrt
diese Kraftgenerierung in Muskelzellen mdglicherweise bereits auch zur Aktivierung von
Hitzeschocktranskriptionsfaktor 1 (HSF1), welcher ein wichtiger stressinduzierbarere
Transkriptionsfaktor von Chaperonen, Cochaperon wie BAG3 und Ubiquitin ist (Ulbricht et al.,
2013; Vihervaara and Sistonen, 2014). Die nahezu gleichzeitig induzierte Expression
zytoskelettaler sowie CASA-assoziierter Proteine konnte durch transkriptionelle Regulation
erfolgen. Dabei konnten bestimmte Transkriptionsfaktoren, die fur die Bildung zytoskelettaler
Elemente notwendig sind, auch an die Promotoren fir BAG3 bzw. die Komponenten der
CASA-Maschinerie oder die sHSPs binden und es so zu einer annahernd gleichgeschalteten
Induktion in der Expression der Proteine kommen. Die hier méglichen entwicklungsbedingten

Transkriptionsfaktoren bleiben zu untersuchen.
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Die Befunde zeigen, dass die Ausbildung der Sarkomere wahrend der Myogenese mit einer
Induktion der CASA-Maschinerie gekoppelt ist. Die Sarkomer-Entstehung ist somit direkt mit
einer Qualtitatskontroll-Maschinerie verknipft, die bereits bei der Entstehung von
Muskelfasern mechanisch beschéadigte Zytoskelettproteine erkennt und abbaut, sodass eine

korrekte Ausbildung der Muskelfasern gewahrleistet werden kann.

Die Differenzierung filhrte auch zur Induktion weiterer Proteostase-Faktoren wie HSPBS5,
HSPB1 und FILIP1 (Abb. 7). Die sHSPs sind bereits bei der Myogenese durch Stabilisierung
des Zytoskeletts fir den Erhalt der Proteostase von Bedeutung. Als Reaktion auf mechanische
Belastung co-lokalisieren und binden HSPB5 und HSPB1 Zytoskelett-Komponenten und
andere Proteine die an der Muskelfunktion beteiligt sind (Collier and Benesch, 2020). Die
zunehmende Expression von HSPB5 wéahrend der Myogenese kann mit einer moéglichen
Stabilisierung von Desmin-Intermediarfilamenten erklart werden, die ebenfalls im Zuge der
Differenzierung vermehrt gebildet werden (Dimauro et al.,, 2018). So zeigen Desmin und
HSPB5 eine ahnliche zunehmende Expression in Myotuben auf, sodass hier mdglicherweise
auch ahnliche Transkriptionsfaktoren agieren konnten. HSPB1 ist wichtig fur die Stabilisierung
des Zytoskeletts und inhibiert die Bildung toxischer F-Aktin-Aggregate indem es I6sliche
Komplexe mit denaturiertem Aktin bildet, weshalb HSPB1 mdéglicherweise auch gegen Ende
der Differenzierung vermehrt gebildet wird. (Pivovarova et al., 2007). Diese Zunahme in der
zellularen Expression von sHSPs kann als ein hochmodulierbares System angesehen werden,
welches es der Zelle erlaubt sich schnell an Verdnderungen wie der Zelldifferenzierung
anzupassen um Proteinaggregation hier zu verhindern (Arrigo, 2005, 2013; Pivovarova et al.,
2007). Der Anstieg der FILIP1 Proteinmenge konnte (vgl. Abb. 7), wie bereits in der Literatur
beschrieben, mit zunehmender FLNC-Menge beobachtet werden (Reimann et al., 2020).
FILIP1 zeigt so eine Beteiligung am Differenzierungsprozess und der Bildung des kontraktilen
Apparates in Skelettmuskelzellen auf. Mdglicherweise sind hier dieselben Mechanismen, die

zur Induktion von FLNC beitragen fir die Induktion der Expression von FILIP1 verantwortlich.

Neben den bekannten CASA-Komponenten und Proteostase-Faktoren wurde auch die CASA-
regulierende Kinase STK38 untersucht. Hier zeigte sich wéhrend der Differenzierung von
Myoblasten zu Myotuben eine Zunahme der Proteinmenge von STK38 an den ersten
Differenzierungstagen, welche anschlieend stagnierte (Abb. 7). STK38 als Hippo-
Signalprotein wird hier mdglicherweise zu Beginn bendtigt um die Zytoskelett-Assemblierung
zu erleichtern und Zellteilungsprozesse in Gang zu bringen (Liu et al., 2017; Yu and Guan,
2013). Bemerkenswerterweise konnte auch zu einem Zeitpunkt, an dem CASA aktiv war
autophagischer Abbau in differenzierten Myotuben fiir STK38 festgestellt werden. Auf CASA
wirkt STK38 inhibierend, unabhéngig der Kinaseaktivitat (Klimek et al., 2019). Die Hemmung
von CASA beruht auf einer Unterbrechung des funktionellen Zusammenspiels von BAG3 mit
HSPB8 und SYNPO2 nach Bindung von STK38 an BAG3 (Klimek et al., 2019). Mdglicherweise
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kommt es hier zu einem Einschluss durch autophagische Membranen, wahrend STK38 mit
BAG3 assoziiert ist. Ebenso sind andere autophagische Abbauwege, die hier agieren kdnnten,
denkbar.

Neben der Induktion der Proteostase-Faktoren wahrend der Myogenese zeigte sich auch
erstmalig ein autophagischer Abbau fir FILIP1 (Filamin A-interacting Protein 1), HSPB5 sowie
HSPBL1 (Abb. 9, Abb. 10). FILIP1 kann sowohl mit FLNA als auch FLNC interagieren und den
Abbau von Filamin Uber einen nicht-proteasomalen Weg vermitteln (Nagano et al., 2002;
Reimann et al., 2020). Der in Myotuben gezeigte autophagische Abbau von FILIP1 kénnte hier
moglicherweise den FILIP1-vermittelten Abbau von unphosphoryliertem FLNC zeigen
(Reimann et al., 2020). DarlUber hinaus kann der autophagische Abbau von FILIP1 auch in
Zusammenhang mit einem CASA-vermittelten Abbau von beschadigtem FLNC stehen und
somit FILIP1 in Assoziation mit FLNC vom CASA-Komplex co-degradiert werden. Der
autophagische Abbau von FILIP1 in Mausmuskelzellen kann ein Hinweis auf neue

autophagische Abbauvorgange in Muskelzellen sein.

Auch fir die sHSPs HSPB5 und HSPB1 konnte erstmalig autophagischer Abbau in
Muskelzellen gezeigt werden. Fur HSPB1 und HSPB5 wurde bisher kein autophagischer
Abbau in Muskelzellen beschrieben. HSPB5 ist an wichtigen zellularen Prozessen wie dem
Proteintransport, der Stabilisierung des Zytoskeletts sowie der Regulation von
Muskelkontraktionen involviert (Arrigo and Gibert, 2013; Chebotareva et al., 2020). In
Muskelzellen ist HSPB5 notwendig flir die Stabilisierung von Desmin und anderen
Intermediarfilamenten sowie Aktin oder Tubulin (Sarparanta et al., 2020). Es verhindert die
Aggregation und fordert die Filamentbildung der zytoskelettalen- und sarkomeren- Proteine
(Arrigo and Gibert, 2013; Sarparanta et al., 2020). Mdglicherweise interagiert HSPB5 in
murinen Myotuben in seiner Funktion als Chaperon mit abzubauenden Substraten oder
Autophagie-Markern und wird im Zuge dessen selbst autophagisch mit abgebaut. Fir HSPB1
wurde bereits in neuronalen Zellen wahrend der hungerinduzierten Autophagie eine direkte
Interaktion mit dem Ubiquitin-Adapter p62 beschrieben und eine Beteiligung an dem
autophagischen Proteinabbau gezeigt (Haidar et al., 2019). Die hier erzielten Befunde zeigen,
dass HSPB1 auch in Muskelzellen an der Sortierung von Proteinen in Richtung Autophagie
beteiligt ist. Fir HSPB5 konnte in dieser Arbeit erstmalig eine Beteiligung an der Autophagie
als weitere Anlieferungskomponente nachgewiesen werden. Bisherige Arbeiten hatten
lediglich gezeigt, dass mutierte Formen von HSPBS5 als Klienten autophagisch entsorgt werden
konnen (Hishiya et al., 2011). Ob die aktive Beteiligung von HSPB5 an der Autophagie, wie im
Falle von HSPB1, auf einer direkten Interkation mit p62 beruht, bleibt zu untersuchen. Fur die
SHSPs HSPB7 und HSPB2 wurde kein autophagischer Abbau in Mausmuskelzellen
beobachtet (vgl. Abb. 9). Diese sHSPs nahmen in ihrer Expression von Myoblasten zu

Myotuben ebenso wie HSPB1 oder HSPB5 zu, wurden aber in Myotuben nicht autophagisch
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abgebaut. Fir HSPB2 und HSPB?7 ist bisher bekannt, dass diese vorwiegend in Herz- und
Muskelzellen gebildet werden (Hayashi and Carver, 2020). In ihrer Funktion als Chaperone
binden diese an entfaltete zytoskelettale Proteine um diese in einem faltungskompetenten
Zustand in Muskelzellen zu halten und sind nicht mit autophagischem Abbau verbunden
(Collier and Benesch, 2020; Juo et al., 2016). Der autophagische Abbau von FILIP1, HSBP5
und HSPB1 zeigt so neue Abbauvorgange, zusatzlich zur CASA-Aktivitat in differenzierten

Mausmuskelzellen zum Erhalt der Proteostase auf.

5.2 ldentifizierung von RhoA als Klient der BAG3-vermittelten Autophagie

Wahrend der Myogenese, bei der die Komponenten der CASA-Maschinerie in ihrer Expression
zunehmen, wurden sinkende Proteinmengen fur die kleine GTPase RhoA bemerkt (Abb. 7).
Fir RhoA konnte eine deutliche Akkumulation in BAG3-defizienten Zellen im Gegensatz zu
FLNC oder SYNPO2 erkannt werden (Abb. 12A), sowie BAG3-abhéngiger autophagischer
Abbau in dieser Arbeit erstmalig in Myotuben festgestellt und RhoA als ein neues
Klientenprotein der BAGS3-vermittelten Autophagie identifiziert werden (Abb. 14). Die
Akkumulation von RhoA in BAG3-depletierten Muskelzellen und der damit einhergehende
inhibierte autophagische Abbau zeigen, dass das Cochaperon BAG3 RhoA erkennt und der
Abbau von RhoA in Myotuben Uber den CASA-Komplex bestehend aus BAG3-HSP70 und
HSPB8 vermittelt wird. Ob dabei weitere Komponenten wie HSPB8 oder HSP70 mit RhoA
interagieren bleibt zu untersuchen. Eine Interaktion zwischen RhoA und BAG3 ist bisher nicht
beschrieben worden. Die GTPasen der Rho-Familie insbesondere RhoA sind
SchlUsselregulatoren des Aktinzytoskeletts (Lessey et al, 2012). Wahrend der
Mechanotransduktion nimmt RhoA einen besonderen Platz ein. Hier reguliert RhoA die
Aktivitat von Myosin I, weshalb es fir die intrazellulare Spannung und Kraft, die innerhalb von
Zellen erzeugt wird, verantwortlich ist (Lessey et al., 2012). Es ist bekannt, dass RhoA
zunachst fur die Auslésung der Muskelzell-Differenzierung wichtig ist (Charrasse et al., 2006).
Im Verlauf der Myogenese muss jedoch die Aktivitat von RhoA limitiert werden, um einen
terminalen Differenzierungszustand zu erreichen (Bryan et al., 2005; lwasaki et al., 2008). Die
erzielten Befunde zeigen, dass RhoA Uber einen BAG3-vermittelten Weg autophagisch
abgebaut werden kann (Abb. 14). Dies kdnnte die drastische Abnahme der RhoA-Menge zu

spaten Zeitpunkten der Differenzierung, wenn CASA aktiv wird, erklaren (Abb. 7).

Mechanische Krafte tragen zur Aktivierung von RhoA bei (Smith et al., 2003). RhoA wechselt
dabei zwischen einer aktiven GTP- und einer inaktiven GDP-gebundenen Form. Durch
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (guanine nucleotide-exchange factors GEFs), GTPase-
aktivierende Proteine (GTPase-activating proteins GAPs) und Guanin-Nukleotid-

Dissoziationsinhibitoren (guanine nucleotide-dissociation inhibitors GDIs) wird dieser Wechsel
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reguliert (Lessey et al., 2012). Dabei aktivieren GEFs durch Nukleotidaustausch RhoA,
wohingegen es durch Stimulation der GTPase-Aktivitat zur Inaktivierung von RhoA kommt
(Abb. 20). Die inaktive Form von RhoA istim Zytosol durch GDIs gehalten (Lessey et al., 2012).
Aktives RhoA sorgt fir eine Erhdhung der Stabilitdt von Aktinfilamenten und vermittelt die
Aktinfilament-Polymerisierung (Lessey et al., 2012). RhoA reguliert als Antwort auf
mechanischen Stress auch die Zelladhasion und Kontraktilitat und interagiert mit Filamin
wahrend der Signalweitergabe (Chrzanowska-Wodnicka and Burridge, 1996; Hu et al., 2017).
Fir die aktive RhoA-Form konnte bereits in Nicht-Muskelzellen ein autophagischer Abbau
aufgezeigt werden, hier wird vorwiegend membrangebundenes und aktives RhoA
autophagisch abgebaut (Belaid et al., 2013). Auch in mechanisch gestressten Myotuben
konnte BAG3-abhangiger autophagischer Abbau von RhoA nachgewiesen werden (vgl. Abb.
18). So koénnte hier durch mechanische Krafte aktiviertes RhoA von BAG3 erkannt und
autophagisch abgebaut werden, um einer gesteigerten Kontraktilitat entgegen zu wirken. Da
in mechanisch geschadigten Myotuben jedoch nicht langer der konventionelle CASA-
Abbauweg aktiv ist, scheinen hier neue BAG3-abhéngige autophagische Abbauwege fiir den
RhoA-Abbau verantwortlich zu sein (Kap. 5.6). RhoA ist dabei ein Regulator der
Kraftgenerierung innerhalb der Zellen. CASA bzw. BAG3 wirkt somit nicht nur an den durch
mechanischen Kraften entfalteten Zytoskelett-Komponenten wie FLNC, sondern auch direkt
am Eingang der Signalkaskade, die fir die Kraftgenerierung innerhalb der Zelle notwendig ist
und zeigt so einen Mechanismus flr mechanische Stressbewadltigung auf (Abb. 20). Diese
Arbeit liefert erste Hinweise auf Interaktionen zwischen den RhoA-vermittelten Signalwegen
der Zelle und dem BAGS3-vermittelten autophagischen Abbau der CASA-Maschinerie in
murinen Muskelzellen (Abb. 20). CASA bzw. BAG3 konnen bei der Myogenese bzw.
mechanischem Stress nicht nur auf Ebene des beschadigten Zytoskeletts wirken, sondern
dem Stress durch eine Limitierung von Kraft-generierenden Signalwegen, durch den Abbau

von RhoA, aktiv entgegenwirken.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der RhoA vermittelten Kraftgenerierung in Zellen in
Zusammenhang mit dem CASA-vermittelten RhoA Abbau.

Durch mechanische Krafte kommt es zur Aktivierung von RhoA. Die GTPasen der Rho Familie sind
Schlusselregulatoren des Aktinzytoskeletts. RhoA kann inaktiv in einem GDP-gebundenen und einem aktiven GTP-
gebundenen Zustand innerhalb der Zelle vorliegen. Bei mechanischer Belastung kommt es zur Entfaltung des
Aktin-quervernetzenden Filamin C in Muskelzellen. Mechanisch geschadigtes Filamin wird von BAG3 zusammen
mit dem CASA-Komplex erkannt und autophagisch abgebaut. BAG3 vermittelt auch den autophagischen Abbau
von RhoA in differenzierten und mechanisch belasteten Mausmuskelzellen. EZM= Extrazellulare Matrix, PM=
Plasmamembran.

5.3 ldentifizierung von FILIP1L als Klient der BAGS3-vermittelten
Autophagie

Fur FILIP1L (Filamin A-interacting Protein 1-Like) zeigte sich ebenso wie fiir RhoA eine
Abnahme der Proteinmenge tber den Verlauf der Differenzierung (Abb. 7). Die Abnahme der
Proteinmenge von FILIP1L in Myotuben wird von einer zunehmenden CASA-Aktivitat begleitet
und es konnte erstmalig ein BAG3-vermittelter autophagischer Abbau fur FILIP1L
nachgewiesen werden (Abb. 13). Dieser BAG3-abhangige autophagische Abbau in
differenzierten Myotuben ist neu und zeigt FILIP1L als neuen Klient BAG3-vermittelter

Autophagie auf. Die Akkumulation von FILIP1L in BAG3-depletierten Muskelzellen und der so
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inhibierte autophagische Abbau zeigen, dass das Cochaperon BAG3 FILIP1L erkennt und der
Abbau von FILIP1L in Myotuben tber BAG3 bzw. die CASA-Maschinerie vermittelt wird. Wie
genau BAG3 und FILIP1L miteinander interagieren konnen und ob weitere Komponenten des
CASA-Komplexes fir den spezifischen Abbau von FILIP1L notwendig sind, bleibt zu
untersuchen. Uber FILIP1L ist bisher wenig bekannt und es wird als ein neues Tumor-
Suppressor-ahnliches Protein beschrieben, welches in verschiedensten Krebsarten durch
Promotormethylierung reduziert vorkommt. FILIP1L inhibiert die Tumorzellmigration sowie die
Invasivitat (Kwon and Libutti, 2014). Des Weiteren wurde fur FILIP1L und HSF1 eine
Interaktion beschrieben (Hu and Mivechi, 2011). FILIP1L vermittelt den proteasomalen Abbau
von HSF1 und moduliert so die Hitzeschock-Antwort (Hu and Mivechi, 2011). Zusatzlich
aktiviert auch mechanische Spannung die Transkription von HSF1 und kontrolliert auf diese
Weise die BAG3 Expression (Ulbricht et al., 2013). So ist denkbar, dass die verminderte
Expression von FILIP1L wahrend der Myogenese zur Aktivierung von HSF1 fihrt und dadurch
die vermehrte Bildung von BAG3 ermdglicht wird (vgl. Abb. 7). Der BAG3-vermittelte
autophagische FILIP1L Abbau in Myotuben (vgl. Abb. 14) kénnte wiederum die Stabilisierung
und Aktivierung von HSF1 unterstitzen und als eine zellulare Stressantwort gesehen werden.
Die Befunde lassen so auf einen Mechanismus zur Bewadltigung von durch Myogenese-

induzierten Kraften schlieRen, indem HSF1 stabilisiert wird.

Des Weiteren besteht die Mdglichkeit das FILIP1L als ein Partnerprotein von BAG3 in
differenzierten Myotuben an einem anderen autophagischen Abbauweg als CASA involviert
ist, ahnlich wie es fur FILIP1 vermutet wird. Fir mechanisch belastete Zellen konnte kein
autophagischer bzw. BAG3-vermittelter FILIP1L Abbau mehr gesehen werden (Abb. 18),
moglicherweise ist FILIP1L hier nur wéahrend der Myogenese flur die Aktivierung und
Stabilisierung von HSF1 von Bedeutung. Inwieweit FILIP1L im proteasomalen und
autophagischen Abbau in Muskelzellen beteiligt ist und welche Rolle dabei die Interaktion mit

BAG3, spielt muss durch weitere Experimente geklart werden.

5.4 BAG3-unabhéngige Autophagiewege in Muskelzellen

Fur die Proteostase-Faktoren FILIP1, HSPB1 und HSPB5 wurde in murinen Myotuben,
autophagischer Abbau gezeigt (Abb. 8, Abb. 9). Dariiber hinaus wird in Myotuben CASA
aktiviert. Es wurde daher analysiert, ob es sich bei den Proteostase-Faktoren um neue
Komponenten der CASA-Maschinerie handeln konnte. Dabei fiel auf, dass bei der Depletion
von BAG3 die Proteinmengen sowohl fiir FILIP1 als auch HSBP5 und HSPB1 abnahmen und
gleichzeitig ein erhohter autophagischer Abbau stattfand (vgl. Abb. 15). Die fehlende
Interaktion mit BAG3 scheint die Proteinmengen von FILIP1, HSPB1 und HSPB5 zu
verringern. BAG3 kann Uber die IPV-Motive mit sHSPs interagieren (Rauch et al., 2017).
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Wahrend HSPB8 aufgrund der starken Bindeaffinitat zu BAG3, in BAG3-defizienten Zellen
nicht langer nachgewiesen werden kann, konnte die schwachere Bindeaffinitat zwischen den
sHSPs HSPB1 und HSPB5 mit BAG3 mdglicherweise die verringerten Proteinmengen
erklaren (Carra et al., 2008a; Fang et al., 2017; Rauch et al., 2017). Eine direkte Interaktion
zwischen FILIP1 und BAGS, welche die Abnahme der Proteinmenge in BAG3-defizienten
Zellen erklaren konnte, ist bisher nicht beschrieben. Die verminderte Proteinmenge der
Proteostase-Faktoren wird von einer Induktion im autophagischen Abbau fir FILIP1 und
weiterem autophagischen Abbau fur HSPB5 und HSPB1 begleitet. Die BAG3-Delpetion
stimuliert scheinbar den autophagischen Abbau der Proteostase-Faktoren und die Befunde
zeigen so erstmalig neue BAG3-unabhangige autophagische Abbauwege in murinen
Muskelzellen auf. So koénnte in differenzierten Muskelzellen fur HSPB1 und mdglicherweise
auch fur HSPBS5 eine direkte Interaktion mit p62 ohne eine weitere direkte Interaktion Uber das
Cochaperon BAG3 den autophagischen Abbau vermitteln und fehlendes BAG3 diesen Weg
moglicherweise stimulieren (Abb. 21). Die hier gebundenen und abzubauenden
zytoskelettalen Bindepartner von HSPB1 und HSPB5 bleiben zu untersuchen. Da
beschadigtes Filamin in BAG3-defizienten Zellen nicht langer BAG3-vermittelt iber CASA
abgebaut werden kann, kénnte es hier auch zu einer kompensatorischen Induktion von FILIP1
kommen. Fir FILIP1 ist bekannt, dass es FLNC binden und in Abhangigkeit des
Phosphorylierungsstatus in Myotuben den Abbau vermitteln kann (Reimann et al., 2020).
Maoglicherweise vermittelt FILIP1 hier BAG3-unabhangig den FLNC-Abbau in murinen
Myotuben und zeigt so neue Autophagiewege auf (Abb. 21). FILIP1 kénnte auch mit HSPB5
und HSPBL1 in einer BAG3-unabhéangigen Weise zusammenarbeiten, um die Proteostase
aufrecht zu erhalten. Die Befunde liefern so Hinweise auf BAG3-unabhangig operierende
autophagische Abbauwege in murinen Muskelzellen. Die weiteren mdglichen
Interaktionspartner und abzubauenden Substrate in Zusammenhang mit den sHSPs und

FILIP1 missen allerdings noch naher charakterisiert werden.
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Abbildung 21: BAG3-unabhéngige Abbauwege in Myotuben.

Wahrend der Myogenese von Myoblasten zu Myotuben kommt es zur Zunahme der Proteinmengen der
Komponenten der CASA-Maschinerie wie z.B. fir BAG3 und HSPB8. Ebenso nimmt die zelluldre Expression der
sHSPs HSPB1 und HSPB5 sowie fur das Filamin-interagierende FILIP1 wéahrend der Differenzierung zu. In
Myotuben ist der konventionelle CASA Abbauweg aktiv. Des Weiteren kann autophagischer Abbau fir die
Proteostase-Faktoren FILIP1, HSPB5 und HSPB1 festgestellt werden. Kommt es zu einer Depletion von BAG3 in
Myotuben wird eine Induktion im autophagischen Abbau fur FILIP1, als auch HSBP5 und HSPB1 wahrgenommen
und zeigen so BAG3-unabhangige autophagische Abbauwege auf.

5.5 Intakte Proteinsynthese ist fiur Abbau unter mechanischer
Schéadigung wichtig

Zellen und vor allem Muskelzellen sind stdndiger mechanischer Belastung ausgesetzt. In
Muskelzellen kann mechanische Schédigung mit Hilfe einer EPS-Behandlung ausgelost
werden. Diese so induzierte mechanische Schadigung in murinen Muskelzellen fihrte zu einer
signifikanten Abnahme der FLNC Proteinmenge, die mit einer Zunahme des Autophagie-
Markers p62 einhergeht (Abb. 16), weshalb von einem autophagischen Abbau von FLNC tber
p62 ausgegangen werden kann. Dieser autophagische Abbau von FLNC kann tber CASA
stattfinden. Der CASA-Komplex erkennt mechanisch geschadigtes FLNC und es kommt zur
Ubiquitinierung des abzubauenden Substrats Uber die Ubiquitin-Ligase CHIP. Dieses
Abbausignal wird vom Ubiquitin-Bindeprotein p62 erkannt und der Abbau uUber
Autophagosomen eingeleitet (Arndt et al., 2010; Ulbricht et al., 2013). Der
Proteintranslationshemmer Cycloheximid (CHX) wird in Glattmuskeln dazu verwendet den
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FLNC-Abbau wahrend mechanischer Schadigung sichtbar zu machen, in der quergestreiften
Mausmuskulatur verhinderte CHX jedoch den sichtbaren FLNC-Abbau (Abb. 16). Aufgrund
der Proteintranslationshemmung kommt es in mechanisch geschédigten Muskelzellen der
Maus zu einem rapiden Verlust des Autophagie-Markes p62, sodass mechanisch
geschadigtes FLNC nicht langer autophagisch abgebaut werden kann. Um in mechanisch
geschadigten murinen Muskelzellen FLNC-Abbau nachweisen zu kénnen, wird eine stéandige
Proteinsynthese fir Teile der Abbaumaschinerie wie p62 benétigt. Fir den Erhalt der
Proteostase in der quergestreiften Muskulatur wird neben dem Abbau von mechanisch
geschadigten Zytoskelettproteinen und deren Neusynthese auch zwingend die Neusynthese

fur die Proteine der Abbau-Maschinerie bendtigt.

5.6 Akuter mechanischer Stress fuhrt zum Abschalten von CASA und zu

neuen BAG3-abhangigen Abbauwegen

Nach der Uberraschenden Erkenntnis, dass zuséatzlich zum CASA-vermittelten Abbauweg
auch andere BAG3-unabhangige Autophagiewege in Myotuben aktiv sein kénnen, sollten
Autophagiewege in mechanisch geschadigten Myotuben aufgeklart werden. Hierflr wurden
adaptierte Myotuben, also Myotuben die zuvor milden mechanischen Belastungen ausgesetzt
waren und sich an diese, durch Sarkomer-Bildung angepasst hatten sowie nicht adaptiere
Myotuben, starker mechanischer Belastung ausgesetzt. Wahrend fir BAG3, FILIP1 und die
sHSPs pHSPB5, HSPB1 weiterhin autophagischer Abbau in adaptierten und stark mechanisch
belasteten Myotuben gezeigt werden konnte, konnte dieser Abbau fir HSPB8 in adaptierten
und mechanisch geschadigten Myotuben nicht langer gesehen werden (Abb. 17). So zeigt sich
unter starker mechanischer Schéadigung eine Entkopplung von HSPB8 im autophagischen
Abbau. HSPBS interagiert mit BAG3 wéahrend der Proteostase und erkennt entfaltete Proteine
(Carra et al., 2008). In Muskelzellen war bisher eine Entkopplung von HSPB8 und BAG3 nicht
beobachtet worden. In Nicht-Muskelzellen wurde diese BAG3-HSPB8 Entkopplung hingegen
bereits beschrieben. In mit Arsenit oder Proteaseinhibitor behandelten Zellen, was zur
Induktion von proteotoxischem Stress in den Zellen fuhrt, ist es HSPB8 moglich in
Stressgranula einzudringen und dabei ribosomale Proteine sowie Translationsprodukte zu
binden und die Aggregatbildung gering zu halten (Ganassi et al., 2016). In mechanisch
gestressten Zellen kénnte die Entkopplung von BAG3 und HSPBS8 als Schutzmechanismus in
kontrahierenden Zellen dienen. HSPB8 kdnnte mdglicherweise ebenso wie HSPB7 und
HSPB2, fur die kein autophagischer Abbau beobachtet werden konnte, die Aggregation von
Zielproteinen verhindern und so die myofibrillare Integritéat in akut mechanisch geschadigten

Muskelzellen erhalten, indem sie die Zielproteine in einem faltungskompetenten Zustand
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halten oder zusammen mit anderen Chaperonen diese neu falten (Bakthisaran et al., 2015).
Der autophagische Abbau fur BAG3, FILIP1 und die sHSPs pHSPB5 und HSPB1 zeigt
weiterhin autophagische Abbauwege auf, die zum Erhalt der Proteostase in den geschadigten
Muskelzellen beitragen. Fur diese Proteostase-Faktoren wurde in differenzierten Myotuben
BAG3-unabhangige Autophagiewege entdeckt, sodass geklart wurde, ob diese
Autophagiewege in mechanisch geschadigten Muskelzellen weiterhin BAG3-unabhangig
operieren. Die Myotuben konnten allerdings nicht zuvor adaptiert und anschlieRend starker
mechanischer Schadigung ausgesetzt werden, da bereits die Transfektion mit siRNA die
Myotuben belastet und eine Adaption tber 16 h nicht méglich macht. Die zuvor beobachtete
Entkopplung von BAG3 und HSPBS8 kann hier deshalb nicht beobachtet werden, allerdings ist
der autophagische Abbau fur HSPBS8 bereits gering (Abb. 17) und so sind mdéglicherweise
bereits in mechanisch geschadigten Myotuben neue sHSPs wie HSPB1 und HSPB5 als BAG3
Interaktionspartner moglich (Rauch et al., 2017; Rauch and Gestwicki, 2014).

In dieser Arbeit konnte erstmalig ein BAG3-abhéngiger autophagischer Abbau von HSPB1 und
pHSPBS5 unter mechanischer Belastung gezeigt werden (vgl. Abb. 18). Fir die sHSPs HSPB5
und HSPBL1 ist bekannt, dass diese mit BAG3 uber die IPV-Motive interagieren knnen (Rauch
et al., 2017). sHSPs binden und stabilisieren entfaltete Zielproteine und halten diese in einem
rickfaltungskompetenten Zustand (Boelens, 2020). BAG3 verknipft die sHSPs mit den
faltungskompetenten Chaperon HSP70 (Rauch et al., 2017). Ein Komplex bestehend aus
BAG3-HSPB8 und HSP70 bindet an entfaltetes FLNC und vermittelt den Abbau tber CASA.
In mechanisch geschadigten Myotuben zeigte sich kein autophagischer Abbau mehr fur die
CASA-Komponente SYNPO2 (Ho6hfeld, unpubliziert) und in akut mechanisch geschadigten
Myotuben zusatzlich eine Entkopplung von HSPB8 (vgl. Abb. 17), weshalb der konventionelle
CASA-Abbauweg nicht langer aktiv ist. In mechanisch geschadigten Myotuben findet somit
eine Umstellung im autophagischen Abbau statt. Fir mechanisch geschadigte Myotuben
konnte erstmalig gezeigt werden, dass BAG3 neben dem bekannten Interaktionspartner
HSPB8 im autophagischen Abbau, auch mit HSPB1 und pHSPB5 autophagischen Abbau
vermitteln kann (vgl. Abb. 18). Da in mechanisch belasteten Myotuben nur ein autophagischer
Abbau fiur phosphoryliertes HSPB5 gezeigt werden konnte, spielt die Phosphorylierung von
HSPB5 fir die Interaktion mit BAG3 eine besondere Rolle. Die posttranslationale
Phosphorylierung von sHSPs nimmt mit dem Alter und unter Stressbedingungen zu (Treweek
et al., 2015; van den lJssel et al., 1998). In humanen Muskelzellen konnte die induzierte
Phosphorylierung nach mechanischer Beanspruchung bereits fir HSPB5 gezeigt werden
(Jacko et al., 2020). HSPB5 kann an drei Stellen phosphoryliert werden (Serl9, 45 und 59)
(Treweek et al.,, 2015). Die Phosphorylierung von Ser45 wird dabei Uber die Mitogen-
aktivierende Protein Kinase (MAPK) vermittelt, wobei die MAPK-aktivierende Protein Kinase 2

(MAPKAPK-2) an Ser 59 phosphoryliert. Durch die Phosphorylierung verandert sich der
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Oligomerisierungszustand und reduziert die durchschnittliche Oligomergrof3e (Treweek et al.,
2015). Dabei steigert die Phosphorylierung die Chaperon-Aktivitdt von sHSPs gegen
aggregierte Zielproteine als Folge des Zellstresses (Treweek et al., 2015). Die
Phosphorylierung von HSPB5 ermdoglicht in gestressten Myotuben mdglicherweise erst die
Interaktion zwischen BAG3 und HSPBS5, aufgrund kleinerer oligomerer Komplexe. Hierfir
spricht auch, dass die phosphorylierte Form von HSPB5 kaum in differenzierten Myotuben
mittels Antikbrper im Western Blot nachweisbar war und der autophagische Abbau in
differenzierten Myotuben nicht festzustellen ist (vgl. Abb. 9). pHSPB5 kdnnte moglicherweise
neue entfaltete Substratproteine binden und stabilisieren und BAG3 transient mit dem
pHSPB5-Substrat Komplex interagieren mit nachfolgender Sortierung zum Autophagosom.
Die Interaktion zwischen pHSPB5 kdnnte hier transient sein, da BAG3 zusatzlich mit weiteren
sHSPs wie HSPB8 und HSPB1 in mechanisch geschadigten Muskelzellen interagieren kann.
Die vielfaltigen Interaktionspartner von HSPB5 am Zytoskelett lassen die hier abzubauende

Substrate noch zu untersuchen.

Des Weiteren konnte auch fur HSPB1 nur in mechanisch belasteten Zellen ein BAG3-
vermittelter autophagischer Abbau festgestellt werden. Als Hauptfunktionen von HSPB1 in
Muskelzellen wird der Schutz des Zytoskeletts vor stressinduzierten Schaden sowie die
Modulation der Zytoskelettstruktur angesehen (Sarparanta et al., 2020). Dabei zeigt HSPB1
mechanosensitiven Funktionen, mit einer zunehmenden Bedeutung fur die Proteostase in
Muskelzellen auf (Sarparanta et al., 2020). So fordert phosphoryliertes HSPB1 den Aktin-
Umbau in mechanisch beanspruchten Regionen des Aktinzytoskeletts (Hoffman et al., 2017)
und phosphoryliertes HSPB1 moduliert auch die reversible Entfaltung von FLNC in
Herzmuskelzellen, verursacht durch mechanischen Stress (Collier et al., 2019; Collier and
Benesch, 2020). Da HSPB1l, BAG3 und FLNC auch in sarkomeren Lasionen der
Skelettmuskulatur co-lokalisieren, untersttitzt dies, HSPB1 als ein weiteres transient mit BAG3
interagierendes sHSP neben pHSPB5 und HSPBS8 in der Muskelproteostase (Chevessier et
al., 2015). So ergibt sich anhand dieser Daten eine neue mdgliche aktive Rolle von HSPBL1 fiir
den autophagischen Abbau von durch mechanischen Stress entfalteten Interaktionspartnern.
Ob BAG3 und HSPB1 hier beim Abbau von FLNC interagieren, neben der bekannten
Interaktion von HSPB8 oder ob HSPBL1 ein weiteres Substratprotein stabilisiert und mit BAG3
den Abbau vermittelt, bleibt jedoch zu untersuchen. Die Befunde zeigen, dass BAG3 mit
HSPB1 und pHSPB5 an der autophagischen Entsorgung mechanisch geschadigter Proteine
wirken kénnen (Abb. 22). BAG3 ist hier aufgrund der vielfaltigen Interaktionspartner fur den

Erhalt der Proteostase in mechanisch geschadigten Muskelzellen essentiell.

Uberraschenderweise konnte in mechanisch geschédigten Muskelzellen BAG3-abhangiger
autophagischer Abbau fur FILIP1 gezeigt werden, welcher in differenzierten Muskelzellen
zuvor BAG3-unabhangigen autophagischen Abbau zeigte (vgl. Abb. 15, Abb. 18). Der BAG3-
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abhangige Abbau von FILIP1 in mechanisch geschadigten Myotuben steht im Gegensatz zum
BAG3-unabhangigen, induzierten autophagischen Abbau in differenzierten Myotuben und
deutet auf eine komplexe Regulation von BAG3 und FILIP1 zum Erhalt der Proteostase in
murinen Muskelzellen hin. Der BAG3-abhangige autophagische Abbau von FILIP1 in akut
gestressten Myotuben zeigt jedoch auch, dass diese Proteine beim Abbau miteinander
interagieren kdnnen (Abb. 18). Moglicherweise fuhrt mechanische Schadigung dabei zu einer
veranderten Phosphorylierung von BAG3 oder FILIP1, &hnlich wie fur pHSPB5, woraufhin es
erst zu einer Interaktion der Proteine kommen kann. Fir BAG3 ist bekannt, dass es zu
Anderungen im Phosphorylierungsstatus aufgrund mechanischer Belastung in Muskelzellen
kommt (Hoffman et al., 2015). Mdglicherweise konnen veranderte Phosphorylierungen oder
Dephosphorylierungen von BAG3 in mechanisch geschadigten Myotuben zu den neuen
Interaktionen mit sHSPs und FILIP1 beitragen. Auch fir FILIP1 ist eine Anderung aufgrund
mechanischer Belastung im Phosphorylierungsstatus mdéglicherweise erst fir die Interaktion
mit BAG3 im autophagischen Abbau verantwortlich. Da sowohl BAG3 als auch FILIP1 FLNC
binden koénnen (Arndt et al.,, 2010; Reimann et al., 2020), kénnten diese hier beim
autophagischen Abbau von FLNC oder weiterer zytoskelettaler Proteine in mechanisch
geschadigten Muskelzellen zusammenwirken. Wie dieser Abbau tatsachlich aussehen kénnte
und welche weiteren Proteine und Phosphorylierungsstellen dabei fir die FILIP1 und BAG3
Interaktion in akut gestressten Myotuben von Bedeutung sind, ware von Interesse fir
zuklnftige Studien. Die Befunde zeigen eine komplexe Regulierung BAG3-vermittelter

Proteostase in Muskelzellen auf (Abb. 22).
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Abbildung 22: Neue BAG3-abhangige Abbauwege in akut gestressten Myotuben.

Unter akutem mechanischem Stress wird der konventionelle CASA-Abbauweg abgestellt. BAG3 kooperiert dann
nicht langer mit HSPB8 sondern mit den kleinen Hitzeschockproteinen pHSPB5 und HSB1 sowie FILIP1. Unter
akutem mechanischem Stress halten HSPB8, HSPB2 und HSPB7 Zielproteine in einem faltungskompetenten
Zustand.

Aufgrund vorangegangener Befunde und um mdgliche neue Komplexe von BAG3 in
mechanisch belasteten Myotuben zu erkennen, wurde die Gelfiltration bzw.
GroRenausschluss-Chromatographie genutzt. Dabei bleiben Protein-Proteininteraktionen

intakt und es kénnen Proteinkomplexe im Immun-Blot sichtbar gemacht werden.

Die Ergebnisse zeigten eine gemeinsame Verschiebung von Komplexen aufgrund akuter
mechanischer Belastung von BAG3 und HSPB8 auf. Fir BAG3 ist bereits bekannt, dass es in
Zusammenhang mit der CASA-Maschinerie Komplexe mit HSP70 und HSPBS8 bildet. Es
zeigten sich fur BAG3 und HSPB8 sowohl in adaptierten als auch mechanisch belasteten
Myotuben &ahnlich groRe Komplexe um die 500-600 kDa (Abb. 19). Hier kdnnte es sich um
einen Komplex bestehend aus BAG3, HSPB8 und HSP70 Proteinen sowie der Ubiquitin-
Ligase CHIP mit gebundenem Substratprotein handeln, wie er fur den autophagischen Abbau
bereits beschrieben wurde (Arndt et al., 2010; Carra et al., 2005; Carra et al., 2008; Rauch et
al., 2017). Hier sind allerdings auch neue Interaktionspartner von BAG3 wie FILIP1 in den

72



Diskussion

Komplexen in akut gestressten Myotuben denkbar. Des Weiteren kann auch die zuvor bereits
beschriebene HSPB8 Entkopplung von den grol3en Komplexen unter akutem mechanischem
Stress erkannt werden, da in Myotuben und adaptieren Myotuben unter mechanischer
Belastung neben den Komplexen bei 500-600 kDa, HSPB8-Komplexe bei ~160 kDa wie in
ungestressten Myotuben erneut sichtbar sind (Abb. 19). Diese HSPB8 Entkopplung konnte,
wie bereits im Vorangegangenen naher beschrieben, mit der mdglichen Beteiligung von
HSPB8 in der Stressgranula-Bildung in akut gestressten Myotuben zusammenh&ngen.
Moglicherweise erfullt hier HSPB8 ,holding“ Funktionen fir mechanisch beschadigte

zytoskelettale Proteine.

Fur HSPB5 zeigte sich das wie in der Literatur beschriebene durchschnittliche Homooligomer
bei ~650 kDa (Abb. 19) (Hayashi and Carver, 2020). Die Ergebnisse zeigten aul3er der
verbesserten Ldslichkeit in adaptierten Myotuben keine Veranderungen in der Oligomergrofe
unter mechanischer Schadigung auf. Fir HSPBS ist bekannt, dass es zusammen mit HSPB4
in differenzierten Linsenfaserzellen einen hetero-Oligomeren a-Crystallin-Komplex bildet der
essentiell fur die Linsenbrechung und Lichtfokussierung ist (Andley, 2007; Arrigo, 2013).
Daneben kann HSPB5 auch mit weiteren sHSPs wie HSPB1 oder HSPB6 hetero-oligomere
Komplexe bilden, wobei diese hetero-Oligomerbildung einen Einfluss auf die Aktivitat der
involvierten sHSPs zu haben scheint (Arrigo, 2013; Mymrikov et al., 2012; Mymrikov et al.,
2020). Die Chaperon-Eigenschaften kénnen so moglicherweise auf die abzubauenden

Substrate abgestimmt werden (Mymrikov et al., 2020).

Auch fir den selektiven Autophagie-Rezeptor p62 wurden keine Veréanderungen aufgrund
mechanischer Beanspruchung der Zelle festgestellt. Es fiel eher eine Anderung in der
Loslichkeit der Proteinkomplexe selbst bei zunehmender mechanischer Belastung auf. Hier
kénnten die durch mechanische Belastung fiir den Abbau ubiquitinierten Substrate zu einer
verbesserten Loslichkeit des Ubiquitin-Adapterproteins p62 beitragen. Durch die Multi-
Domanenstruktur von p62 und die damit zusammenhangenden Madglichkeiten von
Interaktions- bzw. Komplexpartnern sowie der ubiquitéaren Verteilung in der Zelle lassen sich

auch die grof3en Komplexe fir p62 zwischen 2.000 und 700 kDa erklaren.

Tatséchlich konnen lediglich Spekulationen Uber die Komplexzusammensetzung und
Veradnderungen unter mechanischer Belastung gemacht werden, weshalb die Zelllysate und
erhaltenen Fraktionen aus je 5 Experimenten nach der Gelfiltration bzw. GréRenausschluss-
Chromatographie auch zur massenspektrometrischen Analyse nach Jilich zu Prof. Pitter
Huesgen geschickt wurden. Hier soll die Komplexzusammensetzung abschlieRend geklart
werden, um einen Einblick in méglichen neuen Abbauwege und Interaktionspartner von BAG3
in mechanisch beanspruchten Zellen zu erhalten. Diese Daten lagen bis zum Erstellen dieser

Arbeit noch nicht vor.
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5.7 Fazit

In dieser Arbeit konnten wichtige neue Einblicke in die BAG3-vermittelte Proteinhomdostase
in Muskelzellen gewonnen werden. In differenzierten Mausmuskelzellen wurden die kleine
GTPase RhoA und das Filamin-interagierende Protein FILIP1L als neue Klientenproteine der
BAG3-vermittelten Autophagie identifiziert. Das zeigt auf, dass BAG3 nicht nur auf Ebene des
beschadigten Zytoskeletts, sondern auch an weiteren Signalwegen zur mechanischen
Stressbewaltigung wirkt. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass neben dem konventionellen
CASA-Autophagieweg, der eine Kooperation zwischen BAG3 und HSPB8 umfasst, alternative
Autophagiewege in Myotuben aktiv sind, bei denen die kleinen Hitzeschockproteine HSPB1
und HSPB5 sowie das Filamin-interagierende Protein FILIP1 als Sortierfaktoren wirken. Diese
alternativen Autophagiewege operieren in differenzierten Myotuben unabhéngig von BAG3
und werden tatsachlich nach Depletion von BAG3 Uberaktiviert. Ein dul3erst interessantes
Umschalten der Autophagiewege ergibt sich unter akutem und schadigendem mechanischem
Stress. In dieser Situation kommt es zu einem Abschalten des konventionellen CASA-
Abbauweges aufgrund einer Entkopplung von HSPB8 und BAGS3. Das Cochaperone arbeitet
dann mit pHSPB5, HSPB1 und FILIP1 bei der autophagischen Entsorgung von Proteinen
zusammen. Die Arbeit belegt insofern eine unerwartete Komplexitat und eine umfassende
Feinregulierung der BAG3-vermittelten Proteostase wahrend der Differenzierung und der

mechanischen Belastung von Muskelzellen.

Die Ergebnisse dieser Studie helfen somit die komplexen zellularen Vorgange beim Erhalt der
Proteostase in Muskelzellen besser zu verstehen. Dies tragt unmittelbar zur Analyse der

molekularen Ursachen von Muskelerkrankungen bei.
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