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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In Zellen laufen standig anabole und katabole Prozesse ab, die dafiir Sorge tragen, dass der
menschliche Organismus lebensféhig bleibt. Neben Fetten, Kohlenhydraten und anderen
Stoffen besitzen vor allem Proteine wichtige Funktionen, indem sie als Enzym,
Strukturbaustein, Rezeptor etc. fungieren. Zur Aufrechterhaltung eines funktionalen
Metabolismus ist es daher von gréBter Wichtigkeit ein Gleichgewicht zwischen Neusynthese
und Abbau von Proteinen zu gewahrleisten. Dieses Gleichgewicht der Proteine, auch als
Proteostase bezeichnet, bedient sich dabei verschiedener Mechanismen zur Kontrolle und
Regulation.

Einer dieser Mechanismen, der dem degradativen Teil der Proteostase zugehérig ist, ist die
Autophagie. Der Prozess der Autophagie stellt einen streng regulierten Vorgang zur
Degradation groBer Mengen cytosolischen Materials oder spezifischer Substrate dar, wobei
man zwischen chaperonvermittelter Autophagie, Mikroautophagie und Makroautophagie
unterschiedet. Die verschiedenen, anhand ihrer Substrate benannten Formen der
Makroautophagie haben dabei alle die Degradation tber die Bildung von Autophagosomen mit
anschlieBender lysosomaler Fusion gemeinsam. Initiation, Nukleation, Elongation und Reifung
bzw. Abschluss der Autophagosomensynthese werden durch eine Vielfalt verschiedener
Proteine und Faktoren reguliert. Zwei dieser Faktoren, die eine wichtige Funktion wahrend
makroautophagischer Prozesse einnehmen, sind das HSP70-Co-Chaperon BAG3 und die
nicht muskulédren Myosine (NMII). BAG3 fungiert hier vor allem in der Erkennung und dem
Abtransport aggregierter bzw. nichtnativer Proteine in einem Vorgang der als BAG3-vermittelte
Makroautophagie oder auch als chaperonvermittelte, selektive Autophagie (CASA) bezeichnet
wird. Fr nicht muskulare Myosine wie z.B. NMII-A werden Funktionen in der Rekrutierung von

fur die Elongation wichtigen Membranquellen angenommen.

In der vorliegenden Arbeit sollten nun verschiedene Aspekte der Autophagie, vor allem der
BAGS3-vermittelten Makroautophagie untersucht werden. Die Experimente gliedern sich dabei
in die allgemeine Untersuchung der Autophagie in neuronalen und nicht neuronalen Zellen
unter Nahrstoffentzug, in Untersuchungen von BAG3 in seiner Funktion in neuronalen
Systemen, sowie mdglicher Interaktoren und die Untersuchung des Einflusses einer NMII-
Isoform, NMII-C, auf die autophagische Aktivitat.

Hierbei zeigte sich, dass SH-SY5Y-Zellen, als neuronale Zellen, weder auf den Entzug von
Aminosauren noch von Glukose durch eine Erhéhung der autophagischen Aktivitat reagieren.




Zusammenfassung

Untersuchungen von BAG3 ergaben, dass es nachweiBlich mit dem SNARE-Protein
Syntaxin-1 und vermutlich auch mit SNAP25 interagiert. Die durch massenspektrometrische
Interaktomanalysen vorlaufig gefundene Interaktion von BAG3 und dem nicht muskularen
Myosin NMII-C hingegen konnte bestéatigt werden. Allerdings scheint NMII-C nicht an der
BAGS3-vermittelten Aggresombildung beteiligt zu sein, besitzt aber einen Einfluss auf die
autophagische Aktivitat, wie durch siRNA- und Uberexpressionsexperimente gezeigt werden
konnte.




1. Einleitung

1.1 Proteostase

Einleitung

In menschlichen Zellen laufen stédndig anabole und katabole Prozesse ab, die daflir Sorge

tragen, dass der menschliche Organismus lebensféhig bleibt. Neben Fetten, Kohlehydraten

und anderen Stoffen besitzen vor allem Proteine eine wichtige Funktion, indem sie als Enzym,

Strukturbaustein, Rezeptor etc. fungieren. Die Menge an Funktionen bedingt dabei die Menge

an Proteinen in der Zelle. So befinden sich in menschlichen Zellen zu jeder Zeit an die 10000
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Abbildung 1: Das Proteostasenetzwerk verhindert die Formation

toxischer Aggregate. Schematische
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verschiedene Proteine (Kulak
et al., 2017), die spezifische
Funktionen Gbernehmen. Dabei
ist es wichtig, das zu jeder Zeit
far bestimmte Prozesse
notwendige Proteine
vorhanden sind, wahrend nicht
mehr notwendige, oder
beschédigte Proteine entsorgt
werden, um in einem stark
befullten Raum wie dem
Cytosol (ca. 300g Protein pro
Liter) (Ellis and Minton, 2006,
Klaips et al., 2018) keine
wichtigen Vorgénge zZu
behindern oder Schaden zu
verursachen. Die Gesamtheit
der Proteine in einer Zelle
befindet sich in einem stetigen,
dynamischen  Gleichgewicht,
das sowohl auf von innen als
auch von auBBen verursachte
Anderungen  der  Protein-
komposition reagieren muss

und als Proteinhombostase




Einleitung

oder Proteostase beschrieben wird. Fir die Aufrechterhaltung der Proteostase ist eine strikte
Kontrolle von Proteinsynthese und -faltung, konformeller Wartung der Proteine, der Haufigkeit
und der subzellularen Lokalisation, sowie die der Proteindegradation unabdingbar (Klaips et
al., 2018). Hierzu haben Zellen ein Netzwerk bestehend aus Chaperonen und anderen
qualitatssichernden Faktoren entwickelt, das als Proteostasenetzwerk (PN) bezeichnet (Balch
et al., 2008) wird und aus ca. 2000 verschiedenen, zusammenarbeitenden Komponenten
besteht. Die Akteure des PNs und deren Wirken lassen sich in drei Hauptprozesse einteilen:
1. Proteinsynthese und -faltung, 2. Aufrechterhaltung konformeller Stabilitdt und
3. Proteindegradation (Hipp et al., 2019, Klaips et al., 2018). Chaperone agieren dabei
innerhalb der Prozesse und verbinden diese miteinander. Das PN verhindert dabei vor allem
die Entstehung toxischer Proteinaggregate, sorgt fir deren Disaggregation bzw. Ent- und
Ruckfaltung sowie fir deren Degradation (vgl. Abbildung 1). Allerdings besitzt dieses Netzwerk
keine grenzenlosen Kapazitaten, da Haufigkeit und Aktivitat der PN-Faktoren begrenzt sind.
Eine Uberschreitung der PN-Kapazitat fithrt zum Fehlschlag der Proteinqualititskontrolle und
damit zur Anh&ufung toxischer Aggregate was mit der Entstehung von Krankheiten wie Typ Il
Diabetes und neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson, Huntington und
ALS verbunden ist (Bruns and Kopito, 2007, ladanza et al., 2018, Klaips et al., 2018,
Mukherjee et al., 2015, Ross and Poirier, 2004). Die Uberforderung des Systems ist dabei oft
mit einer verringerten Funktion des PN verbunden, die z.B. durch Mutationen in
PN-Komponenten (Kakkar et al., 2014) oder durch toxische Interaktionen aggregierter
Proteinspezies mit der PN-Funktion (Hipp et al., 2014) bedingt ist. Des Weiteren verringert
sich die Kapazitat des PN mit dem Alter (Hipp et al., 2019, Labbadia and Morimoto, 2015,
Taylor and Dillin, 2011, Kern et al., 2010) was es neben dem erhdéhten Aufkommen von
Mutationen (Milholland et al., 2017) schwieriger macht die Proteostase aufrecht zu erhalten.




Einleitung

1.1.1 Proteostase schadigende Faktoren

Ein Hauptfaktor der sowohl das Ergebnis als auch ein Grund flir eine gestoérte
Proteinhomdostase sein kann, ist die Aggregationsfahigkeit von Proteinen die sich aus ihren
intrinsischen Eigenschaften ergibt. Proteinen bendtigen fur die Austibung ihrer Funktion eine
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(Balchin et al., 2016). Allerdings
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Darstellung der Energiekinetik der Proteinfaltung in native und
aggregierte Formen. Wéahrend der Faltung von Proteinen kann es dazu
kommen das Faltungsintermediate in lokalen Energieminima gefangen
werden, was die  Entstehung  thermodynamisch  stabilerer durch die vielen verschiedenen

Aggregatformen begiinstigt. Ubernommen von Hipp et al. 2019, Faltungsmadglichkeiten der

Peptidketten fehleranfallig
(Bartlett and Radford, 2009, Dobson et al., 1998). Eine weitere Herausforderung ist, dass die
Faltung von Proteinen meist tGiber Zwischenstadien erfolgt, die oftmals metastabil sind und eine
starke Akkumulationsneigungen zeigen. Des Weiteren kénnen die initialen Energiebarrieren
fur die Durchfihrung der korrekten Faltung héher liegen als die flr die Bildung von Aggregaten
(Klaips et al., 2018) (vgl. Abb. 2) und trotz der Assistenz durch Chaperone ist die Faltung von
5-30 % der neu synthetisierten Proteine inkorrekt und fehlerhaft, was folglich im Normalfall zur
Degradation fuhrt (Duttler et al., 2013, Schubert et al., 2000, Vabulas and Hartl, 2005). Einige
Proteine bendtigen eine vom Cytosol abweichende Umgebung fir eine korrekte Faltung. Die
meisten sekretorischen Proteine werden zwar im Cytosol translatiert, bendtigen aber die
oxidative Umgebung des endoplasmatischen Retikulums (ER), um eine funktionale
Konformation zu erreichen. Kommt es zu einem ineffizienten Transport dieser Proteine aus
dem reduzierenden Cytosol ins oxidative ER oder ist dieser Transport inhibiert, kdnnen diese
Proteine nicht richtig falten und es besteht eine erhdhte Gefahr der Aggregation (Hipp et al.,
2019, Park et al., 2007, Wrobel et al., 2015). Zusétzlich zu den intrinsischen Faktoren wahrend
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der Proteinfaltung kénnen auch externe Stressfaktoren wie Hitze- und oxidativer Stress (Sies
et al., 2017) oder toxische Stoffe wie Cadmium (Jacobson et al., 2017) dazu fihren, dass auch
bereits gefaltete Proteine denaturieren und aggregieren kénnen (Hipp et al., 2019). Doch auch
bereits vor der Translation existieren Faktoren, die die Aggregation von Proteinen
begtlinstigen. So besitzen defekte mRNAs ein groB3es Potential zur Erzeugung aberranter
Proteine, indem z.B. mRNAs mit fehlendem Stoppcodon in Ribosomen verweilen und damit
Faltungsinkompetent sind (Hipp et al., 2019). Zusatzlich kann die Verfugbarkeit von tRNAs die
Translationsraten beeinflussen. Dies kann bei einem Mangel an tRNA zu einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit der Proteinaggregation flihren, da die Wahrscheinlichkeit fir Fehler beim
Ablesen der mRNA und Frameshifts erhéht wird. Zusatzlich steigt das Risiko, dass neu
gebildete Peptidketten nicht produktive Faltungszwischenstadien einnehmen, die wiederum

anféllig fur Aggregationen sein
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Persistieren fehlerhaft oder unvollstdndig gefaltete Proteine kann es zur Bildung toxischer
Aggregate kommen. Hierbei spielen vor allem lésliche Oligomere eine entscheidende Rolle.
Diese I6slichen Oligomere sind meist strukturell dynamisch und zeigen freiliegende
hydrophobe Aminosaurereste und ungepaarte B-Faltblattstrukturen, was zu einer hohen
Interaktivitat mit zellularen Proteinen und Membranen flihrt (Cheon et al., 2007, Kim et al.,
2016, Klaips et al., 2018, Miller et al., 2011, Sangwan et al., 2017). Die Folgen dieser
Interaktionen kénnen zum einen die Inhibition wichtiger Faktoren zur Aufrechterhaltung der
Proteostase wie z.B. die Inhibition von Proteasomen (Deriziotis et al., 2011, Guo et al., 2018),
Chaperonen (Park et al., 2013, Yu et al., 2014), nukleocytoplasmatischen Transportfaktoren
(Woerner et al., 2016) und Stressreaktion auslésenden Faktoren (Chafekar and Duennwald,
2012, Olzscha et al., 2011, Woerner et al., 2016) sein, indem sie von den Aggregaten
gebunden werden (vgl. Abbildung 3). Dies fuhrt wiederum zu einer Depletion eben genannter
Faktoren, was Uber eine positive Rlckkopplungsschleife zu einer erhéhten Bildung von
Aggregaten fuhrt, was Schlussendlich den Kollaps der Proteostase verursacht. Zum anderen
sind oligomere bzw. fibrilldre Aggregate in der Lage mit zellularen Membranen zu interagieren
indem sie im Falle der Ersteren in der Lage sind Poren in Membranen zu bilden (Anguiano et
al.,, 2002, Lashuel et al., 2002, Lashuel and Lansbury, 2006) und im Falle der Zweiteren
Membranen zu deformieren oder zu durchdringen (Bauerlein et al., 2017, Milanesi et al., 2012,
Tipping et al., 2015) (vgl. Abbildung 3).

Ein Ungleichgewicht der Proteostase wirkt sich entsprechend schadlich auf die Vitalitat von
Zellen aus indem sich toxische Proteinaggregate bilden, die mit vielen zelluldren Prozessen
interagieren kdénnen. Zur Erhaltung der Proteostase haben Organismen und Zellen
verschiedenste Methoden entwickelt wie Beispielhaft in Abbildung 4 und 5 dargestellt. So ist
es moglich das Zellen mit einer geringeren PN-Kapazitat regulatorische Elemente wie
Chaperone, miRNAs, aber auch ganze Zellorganellen wie Lysosomen und andere
Bestandteile protektiver und degradativer Prozesse von Zellen mit einer héheren PN-Kapazitat
Uber Nanotubes oder Exosomen erhalten (Astanina et al., 2015, Burtey et al., 2015, Kaushik
and Cuervo, 2015, Takeuchi et al., 2015, Wang and Gerdes, 2015). Allerdings kdnnen nicht
nur Komponenten des PN oder andere protektive bzw. regulatorische Komponenten
Ubertragen werden, sondern es ist auch méglich die Aggregatlast einer Zelle zu vermindern,
indem durch die oben erwdhnten Nanotubes oder Exosomen Aggregate von Uberlasteten

Zellen zu Zellen mit weniger ausgeschopftem PN-Potential zur weiteren Prozessierung
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Ubertragen werden (Kaushik and Cuervo, 2015) (vgl. Abbildung 4). Ein Problem dieses
Mechanismus ist allerdings, dass sich pathogene Proteine ahnlich wie Prionen Uber diese
Transportwege verbreiten und wie Initiationsstartpunkte fir die Aggregatbildung in anderen
Zellen wirken kénnen (Agosta et al., 2015, Gousset et al., 2009, Kaushik and Cuervo, 2015,
Russo et al., 2012). Zuséatzlich ist es mdglich aggregationsanfélliges Material in anderen
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Austausches von
PN Komponenten und Aggregaten zwischen Zellen. Der
Austausch von protekiiven und regulatorischen Elementen sowie Hierdurch werden zum einen die
Aggregaten zwischen Zellen fordert die Entlastung des PN-Netzwerk Mbglichkeiten aberranter
und verhindert ein Ungleichgewicht der Proteostase. Ubernommen
von Kaushik et al. 2015

Interaktionen vermindert (Kim et
al., 2016, Ramdzan et al., 2017),
was mit einer erhdhten Uberlebenswahrscheinlichkeit einhergeht (Arrasate et al., 2004). Zum
anderen ermd@glicht es die asymmetrische Verteilung dieser Aggregate/Aggresome in der
Zelle, und damit eine Verdinnung der Aggregatlast durch die mitotische Teilung von Zellen,
bei der die Hauptlast der Aggregate in der Mutterzelle verbleibt (vgl. Abbildung 5) (Liu et al.,
2010).

Eine zellulare Antwort zur Aufrechterhaltung der Proteostase unter Stressbedingungen ist die
Aktivierung von spezifischen Signalwegen, die auf solche Stressfaktoren wie Hitze oder
oxidativen Stress reagieren. Diese Signalwege unterliegen dabei einer zellautonomen
Regulation was eine Koordination innerhalb und zwischen Geweben und Organen ermdglicht
(Sala et al., 2017, Taylor et al., 2014). Unterschieden wird dabei zwischen dem cytosolichen
heat shock response (HSR) (Hipp et al., 2019) und dem unfolded protein response (UPR) von
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ER und Mitochondrien (Frakes and Dillin, 2017, Jovaisaite et al., 2014, Schulz and Haynes,
2015, Walter and Ron, 2011). Beide Stressantworten zielen darauf ab das Vorkommen von
aggregationsanfalligen Proteinen zu verhindern indem sie zum einen die Translation von
Proteinen dampfen und Expression von Komponenten des PN wie die der Chaperone zu
erhdéhen (Hipp et al., 2019, Klaips et al., 2018). Der cytosolische Heat shock response wird
dabei hauptsachlich durch den heat shock transcription factor 1 (Hsf1) reguliert. Dieser ist in
der Abwesenheit von Stressfaktoren an HSP70 und HSP90 gebunden, wird jedoch bei
zelluldrem Stress durch das Abdiffundieren dieser Chaperone freigesetzt und induziert damit
die Transkription einer weiten Reihe von Proteostasekomponenten wie zum Beispiel die der
Chaperone (Anckar and Sistonen, 2011, Zheng et al., 2016, Zou et al., 1998). Nach Abklingen
der Stressfaktoren wird Hsf1 erneut durch HSP70 und HSP90 gebunden und kehrt nach der
Wiederherstellung der Proteostase in seine inaktive Form zuriick (Akerfelt et al., 2010, Gomez-
Pastor et al., 2017, Gomez-Pastor et al., 2018). Der UPR von Mitochondrien und ER bedient
sich anderer Faktoren fUr die Aktivierung. So wird beispielsweise die Akkumulation
aggregierter Proteinspezies im ER durch die Proteine IRE-1, PERK und ATF6 erkannt die
darauf folgend die Transkription verschiedener Proteostasekomponenten erhéhen. Neben der
Erhdhung der Expression von Chaperonen u.A. fiihrt die Aktivierung von PERK zu einer
Phosphorylierung von elF2a, was wiederum zu einer Dampfung der generellen Translation
fohrt (Frakes and Dillin, 2017, Walter and Ron, 2011).

Ist es nicht mdglich die fehlerhafte Faltung von Proteinen zu verhindern und es besteht keine
Moglichkeit der Disaggregation oder Rickfaltung missen diese Proteine, wenn mdglich,
degradiert werden. Hierzu besitzen Zellen zwei Hauptsysteme. Das Ubiquitin-Proteasom-
System (UPS) und das autophagisch-lysosomale System (Ciechanover, 2017, Dikic, 2017,
Varshavsky, 2012). Beide Prozesse sind in der Lage ATP abhangig und mit Assistenz von
Chaperonen Proteine zu degradieren (Finley, 2009, Plomp et al., 1987, Tanaka, 2013) indem
sie Chaperone und weitere Molekile wie Ubiquitin zur Markierung ihrer Substrate nutzen
(Cuervo and Wong, 2014, Nixon, 2013, Tanaka and Matsuda, 2014). Das UPS nutz zur
Degradation  ubiquitinmarkierter ~ Proteine  das  Proteasom, ein  fassférmiger
Multiproteinkomplex bestehend aus einem 20S Kernpartikel, der die fir die Proteolyse
bendtigten Doméanen enthélt, und ein oder zwei regulatorischen 19S Partikeln, die fir die
Substraterkennung, -entfaltung und -prozessierung verantwortlich sind (Finley, 2009, Livneh
et al.,, 2016, Saeki and Tanaka, 2012, Voges et al., 1999). Ein wichtiger Faktor, der das
Proteasom und damit das UPS vom autophagisch-lysosomalen System absetzt ist, dass die
Substrate des Proteasoms vor der Degradation ATP abhangig entfaltet und linearisiert werden
mulssen, da es wie in vitro Versuche zeigen nicht in der Lage ist Aggregate zu degradieren
(Hipp et al., 2019, Sturner and Behl, 2017, Venkatraman et al., 2004, Verhoef et al., 2002). So
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sind aggregierte Proteine sogar dazu in der Lage die proteasomale Aktivitat in vivo zu
verringern indem sie z.B. Proteasome aktiv binden und blockieren (Bence et al., 2001, Bennett
et al., 2005, Holmberg et al., 2004). Nicht entfaltbare Proteinaggregate wie die von mutantem
Huntingtin werden hingegen durch das autophagisch-lysosomale System degradiert (Hipp et
al., 2019, Iwata et al., 2005, Lamark and Johansen, 2012, Ravikumar et al., 2004).

Eine Ubersicht der existierenden Prozesse, die der Aggregattoxizitit entgegenwirken, ist in
Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Mechanismen um der Aggregattoxizitidt entgegenzuwirken. Zellen haben verschiedenste
Mechanismen entwickelt um die Gefahr potentiell toxischer Proteinaggregate zu vermindern oder zu vermeiden.
So ist es moglich die Aggregatlast Uiber eine mitotische Verdiinnung zu vermindern oder Aggregate in zellulare
Kompartimente einzulagern die eine héhere Toleranz fir aggregierte Proteine besitzen. Des Weiteren sorgen
Chaperone dafiir, dass die Reaktive Oberflache von Aggregaten verringert wird, dass potentiell toxische Oligomere
und Aggregate disaggregiert oder degradiert werden. Chaperone sind ebenfalls in der Lage die Fehlfaltung von

Proteinen ganzlich zu verhindern.
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1.1.2.2 Chaperone

SchlUsselproteine der meisten Prozesse zur Aufrechterhaltung der Proteostase sind
Chaperone, Proteine die auch als Hitzeschockproteine bezeichnet werden. Chaperone sind
Proteine die mit anderen Proteinen interagieren, diese stabilisieren oder bei der korrekten,
funktionellen Faltung assistieren, oder bei der Wartung der Konformation von Proteinen helfen
ohne dabei Teil der finalen Struktur zu werden (Brockwell and Radford, 2007, Dinner et al.,
2000, Ellis, 1987, Hartl and Hayer-Hartl, 2009). Dabei lassen sich grob sechs verschiedene
Klassen durch ihr molekulares Gewicht voneinander unterschieden: HSP40, HSP60, HSP70,
HSP90, HSP100 und die kleinen Hitzeschockproteine (sHSP) (Hartl et al., 2011).

1.1.2.2.1 HSP100 Chaperone

Bei den HSP100 Proteinen handelt es sich um eine Chaperonklasse, die ausschlieBlich in
Pilzen und Bakterien zu finden und dort an der Disaggregation von Aggregaten in
Zusammenarbeit mit HSP70 und HSP40 Chaperonen beteiligt ist (Glover and Lindquist, 1998,
Parsell et al., 1994). In Metazoen werden die Aufgaben dieser Chaperone von HSP70 und
HSP110 (HSP70 Homologe) Chaperonen Ubernommen (Mogk et al., 2018, Nillegoda et al.,
2015).

1.1.2.2.2 HSP60 Chaperone/Chaperonine

Proteine der HSP60 Chaperone gehéren zur Familie der Chaperonine. Chaperonine sind
zylindrische, Doppelringkomplexe, die ATP abhéngig einzelne Substratproteine umschlieBBen,
um eine aggregationsungestérte Proteinfaltung in einer zentralen Kavitat zu ermdéglichen.
(Bukau and Horwich, 1998, Hartl, 1996, Hartl et al., 2011, Hayer-Hartl et al., 2016, Lopez et
al., 2015). Damit wird nicht nur die korrekte Faltung von Proteinen unterstitzt und beschleunigt
(Baumketner et al., 2003, Chakraborty et al., 2010, England et al., 2008, Hartl and Hayer-Hartl,
2002, Hayer-Hartl and Minton, 2006, Lin and Rye, 2004, Tang et al., 2006, Tian and Garcia,
2011), sondern auch die Aggregation vieler krankheitsassoziierter Proteine inhibiert (Behrends
et al., 2006, Kim et al., 2013, Kitamura et al., 2006, Tam et al., 2006). Chaperonine kdnne in
zwei verschiedene Klassen eingeteilt werden (Frydman, 2001, Horwich et al., 2007, Tang et
al., 2007), wobei das mitochondriale HSP60 zur ersten Klasse gehdrt, die sich durch die
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funktionelle Notwendigkeit eines ,deckelférmigen® Co-Chaperons HSP10 auszeichnet. (Kim et
al., 2013). Zur zweiten Gruppe der Chaperonine gehért das cytosolische TriC/CCT, das
ebenso wie HSP60 nichtnative Proteine fur die Faltung umschliet (Douglas et al., 2011, Kim
et al., 2013). Der Unterschied zwischen beiden Chaperoninen ist zum einen die Lokalisation,
und zum anderen die fehlende Notwendigkeit eines Co-Chaperons der zweiten Gruppe der
Chaperonine, sowie die unterschiedliche Anzahl an Untereinheiten pro Ring und deren
raumlicher Anordnung (Cong et al., 2010, Cong et al., 2012, Dekker et al., 2011, Horwich et
al., 2007, Huo et al., 2010, Kalisman et al., 2012, Kim et al., 2013, Leitner et al., 2012, Munoz
et al., 2011, Pereira et al., 2010, Shomura et al., 2004, Zhang et al., 2011b). Des Weiteren ist
der Reaktionszyklus von TriC langsamer als der von HSP60, was langere UmschlieBung und
damit einen langeren Faltungszeitraum erméglicht (Reissmann et al., 2007).

1.1.2.2.3 HSP90 Chaperone

HSP90 Chaperone sind ebenfalls ATP-abhangige HSPs. Sie gehéren zu den am haufigsten
im Cytosol vorkommenden Proteinen unter physiologischen Bedingungen (Hipp et al., 2019,
Kim et al., 2013, Mayer, 2010, Schopf et al., 2017) und ihre Expression ist bei Stressantworten
wie dem heat shock response ebenfalls erhdht (Ritossa, 1996). Sie agieren hierarchisch nach
den HSP70 Chaperonen und kontrollieren durch die Erleichterung der Faltung nicht nur
Funktion und Aktivitat vieler Proteine des Zellzyklus, der Telomerwartung, der Apoptose, der
mitotischen Signaltransduktion, des Vesikel vermittelten Transports, sowie des angeborenen
Immunsystems und der gezielten Proteindegradation (Hartl et al., 2011), wie zum Beispiel von
Kinasen (Brugge and Erikson, 1977) und Steroidhormonrezeptoren (Pratt et al., 1996),
sondern auch die Bindung von Liganden an deren Rezeptoren, sowie den Zusammenschluss
von Multiproteinkomplexen. (McClellan et al., 2007, Schopf et al., 2017, Sharma et al., 2012,
Taipale et al., 2010, Taipale et al., 2012). Fir ihre Funktion interagieren sie mit verschiedenen
Co-Faktoren wie CDC37 (Inhibition der ATPase-Aktivitat), HOP (Inhibition der N-terminalen
Dimerisation), AHA1 (Stimulierung der ATP-Hydrolyse) und p23 (Stabilisierung der
Dimerisierung), sowie HSP70.

1.1.2.2.4 HSP40 Chaperone/J-Proteine

Die HSP40 Chaperone oder auch J-Proteine (Hipp et al., 2019), sind wichtige HSP70 Co-
Chaperone die mafBgeblich mit an der Chaperonaktivitit von HSP70 beteiligt sind. lhre
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Hauptfunktion ist die Regulation der ATP-abhangigen Bindung verschiedener Peptide durch
HSP70. Hierbei férdern sie Umsetzung von ATP zu ADP und damit die Entstehung des
HSP70-Peptid-Komplexes (vgl. Abb. 4). (Cyr et al., 1992, Langer et al., 1992, Liberek et al.,
1991, Palleros et al., 1993, Szabo et al., 1996, Wickner et al., 1991). Allerdings regulieren sie
nicht nur die HSP70 Aktivitat. Sie sind zum einen auch in der Lage direkt mit ungefalteten
Polypeptiden zu interagieren und diese an HSP70 zu vermitteln (Cheetham and Caplan, 1998,
Cyretal., 1994, Kampinga and Craig, 2010, Langer et al., 1992) und zum anderen ermdglichen
sie durch ihre unterschiedliche Lokalisation im selben zellularen Kompartiment die Bindung
spezifischer Klienten an HSP70 (Brodsky and Schekman, 1993, Cyr and Neupert, 1996, Fan
et al., 2003, Shen et al., 2002).

1.1.2.2.5 kleine Hitzeschockproteine

HSPB1-HSPB10 bilden die Familie der kleinen Hitzeschockproteine. Eine Familie von ATP
unabhangigen Chaperone, die groBe bis zu 1 MDa groBe heterogene Oligomere bilden
kénnen und Uber eine a-kristalline Doméne verfligen (Haslbeck et al., 2019, Hipp et al., 2019).
Diese Chaperone sind in der Lage nichtnative Peptidketten, aber auch nichtnative Proteine zu
binden um eine irreversible Aggregation zu vermeiden (Haslbeck et al., 2019). Allerdings sind
sie nach der ATP unabhangigen Bindung an misgefaltete oder im entfalten begriffene Proteine
nicht wie andere Chaperone in der Lage diese weiter zu prozessieren und zeigen
entsprechend keine Ruckfaltungsaktivitat. Vielmehr stabilisieren sie ungefaltete Intermediate
und aggregationsanfallige Proteine (de Jong et al., 1993, Haslbeck et al., 1999, Horwitz, 1992,
Jakob et al., 1993, McHaourab et al., 2002, Ungelenk et al., 2016). Sie agieren also als eine
Art holdase und sorgen damit fir disaggregations und rlckfaltungsfahige Proteine, indem sie
mit ihren Substraten weniger toxische, reversible Aggregate bilden (Haslbeck et al., 2019, Hipp
et al., 2019). Dieser Vorgang schitzt zum einen die Proteine vor einem unerwiinschten Abbau
durch Proteasen z.B. bei Hitzestress und verhindert zum anderen die Interaktion zwischen
ungefalteten Proteinen, indem sie die Exponierung hydrophober Oberflachen verhindert
(Haslbeck et al., 2019). Die entstandenen Aggregate kénnen anschlieBend Uber das HSP70-
Chaperonsystem disaggregiert, zurlickgefaltet oder dem Degradationssystem Ubergegen
werden (Ben-2vi et al., 2004, Escusa-Toret et al., 2013, Malinovska et al., 2012, Mogk et al.,
2003, Nillegoda and Bukau, 2015, Rampelt et al., 2012, Ungelenk et al., 2016, Zwirowski et
al., 2017).
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1.1.2.2.6 HSP70 Chaperone

Die HSP70 Chaperone bilden mit ihren dreizehn, ca. 70 kDa groBen, ATP abhangigen
Familienmitgliedern, die sowohl konstitutiv (z.B. HSC70/HSPAS8) als auch stressinduziert (z.B.
HSP70/HSPA1A) ubiquitér exprimiert werden einen zentralen Kontenpunkt des Proteostase-
netzwerks (Kampinga et al., 2009, Klaips et al., 2018). Dabei sind sie nicht nur an der initialen
Faltung neu synthetisierter Proteine beteiligt, sondern sie agieren sowohl bei der Wartung der
Proteinkonformation, der Disaggregation von Proteinaggregaten, der Ruckfaltung
fehlgefalteter Proteine und der Degradation terminal faltungsinkompetenter Proteine und
disaggregationsunfahiger Aggregate (Diamant et al., 2000, Kettern et al., 2010, Kim et al.,
2013, Mashaghi et al., 2016, Mayer and Bukau, 2005, Saibil, 2013, Young, 2010). HSP70
Hitzeschockproteine sind dabei in der Lage Uber ihre C-terminale Substratbindestelle kurze,
etwa sieben Reste lange, hydrophobe Peptidsequenzen, die Ublicherweise von neu
synthetisierten und nicht nativen Proteinen exponiert werden, zu erkennen und zu binden
(Clerico et al., 2015, Mayer et al., 2000, Rudiger et al., 1997). Die Bindung und Freisetzung
der Substrate erfolgt dabei in einem ATP abhangigen Reaktionszyklus, der durch J-Domanen
tragende HSP40-Chaperone und nucleotide exchange factors (NEFs) reguliert wird
(Kampinga and Craig, 2010, Mayer, 2010). Die HSP40 Chaperone interagieren Gber ihre J-
Domane mit der N-terminalen ATPase-Doméne von HSP70 und stimulieren die Umsetzung
von ATP zu ADP und damit die Entstehung des HSP70-Substrat-Komplexes (Clerico et al.,
2015, Hartl et al., 2011, Sturner and Behl, 2017). NEFs wie die Chaperone der HSP110- oder
die Co-Chaperone der BAG-Familie katalysieren den Austausch von ADP mit ATP nach
erfolgter ATP-Hydrolyse und ermdglichen somit die Freigabe von Substraten wodurch der
Zyklus erneut gestartet wird (Bracher and Verghese, 2015, Brehmer et al., 2001, Kityk et al.,
2015, Mayer and Bukau, 2005, Schuermann et al., 2008, Young, 2010).

Der Prozess der Autophagie, fir den Yoshinori Osumi mit seinen Arbeiten 2016 den
Nobelpreis erhielt und der auch als Autophagocytose bezeichnet wird, wurde das erste Mal
von Keith R. Porter und Thomas P. Ashford im Jahre 1962 beschrieben, wobei der Begriff der
Autophagie erst 1963 von Christian de Duve gepragt wurde (Ashford and Porter, 1962, de
Duve, 1983, Geng and Klionsky, 2008). Als Autophagie wird ein Prozess des
~Selbstverzehrens® (aus dem Griechischen autéphagos: ,sich selbst verzehrend®) bezeichnet,

ein evolutionar hoch konservierter Prozess bei dem cytosolische Komponenten wie Proteine
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aber auch ganze Zellorganellen Gber das Lysosom degradiert werden (Johansen and Lamark,
2011, Klionsky et al., 2016, Parzych and Klionsky, 2014, Sturner and Behl, 2017). Basale
autophagische Prozesse, welche obligat in jeder Zelle ablaufen, sind dabei ein wichtiger Teil
des PN und bilden mit ihrer degradativen Funktion einen wichtigen Stitzpfeiler der
Proteinhomdostase, indem sie sowohl disaggregationsunféahige und damit terminale
Proteinaggregate, als auch beschadigte Zellorganellen beseitigen (Glick et al., 2010, Sturner
and Behl, 2017). AuBere Stressfaktoren wie der Entzug von Nahrstoffen, Wachstumsfaktoren
oder Sauerstoff sind in der Lage Autophagie zu induzieren (Chen and Klionsky, 2011, Sturner
and Behl, 2017). So sorgt die erhéhte autophagische Aktivitat unter Nahrstoffentzug durch die
Degradation von cytosolischem Material sowohl fir die Entstehung von Di- und Tripeptiden als
auch von freien Aminosauren (Mizushima and Komatsu, 2011). Diese kdnnen entweder fur die
Synthese neuer Proteine, Proteinen des lysosomale System und der Atmungskette,
antioxidative Enzyme und Proteine der Aminoséure-biosynthese, oder fur die ATP-Produktion
in den Mitochondrien genutzt werden, indem sie in Intermediate des Citratzyklus oder tber die
Glukoneogenese in Glukose umgewandelt werden (Guo et al., 2011, Levine and Yuan, 2005,
Onodera and Ohsumi, 2005, Suzuki et al., 2011). Eine exzessiv induzierte autophagische

Aktivitat fahrt hingegen zum kontrollierten Zelltod des Typ Il (Type Il programmed cell death;

type Il PDC), der sich vom Typ |, der

| Chaperone-mediated
autophagy

Mascroautophagy Microautophagy
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deutlich unterscheidet (Chen et al.,
2010, Levine and Yuan, 2005, Maiuri et
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al., 2007, Platini et al., 2010). Des
Weiteren Ubernimmt die Autophagie
eine wichtige Rolle in Entwicklung
(Levine and Klionsky, 2004), Alterung
(Young et al., 2009), Verlangerung der
Lebensspanne und in der Immunitat
bzw. der Abwehr von Pathogenen
(Deretic and Levine, 2009, Vellai et al.,
2009). Entsprechend hat ein Versagen
der Autophagie schwerwiegende
Folgen und ist mit  vielen
pathologischen Konditionen wie Krebs,
Myopathien, neurodegenerativen

Krankheiten, Herz- und Leber-

erkrankungen assoziiert (Deretic and
2009, 2005,

Levine, Klionsky,
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Mizushima et al., 2008, Vellai et al., 2009). Der Vorgang der Autophagie bedarf daher einer
besonderen Kontrolle und Regulation. Die Initiierung und der Prozess der Autophagie werden
durch ca. 35 bekannte Autophagie assoziierte Gene und Proteine (Atgs/ATGs) in Hefe, sowie
ihrer humanen Homologe reguliert und kontrolliert (Jin and Klionsky, 2014, Klionsky et al.,
2003, Klionsky and Schulman, 2014, Mizushima and Komatsu, 2011, Wesselborg and Stork,
2015), wobei Atg 1-10, 12-14,16 und 18 neben Atg 17, 29, und 31 die Kern-Atg-Proteine der
Autophagie darstellen (Nakatogawa et al., 2009). Weitere nicht-Atg-Proteine, die wichtig flr
den Ablauf und die Regulation der Autophagie von Bedeutung sind, sind Chaperone allgemein,
vor allem HSP70, mTOR, AMPK, AKT/PKB, AMBRA1, BCL-2, DFCP1, VPS34/PIK3C3,
UVRAG, Bif1 und Rubicon (Chen and Klionsky, 2011, Wesselborg and Stork, 2015).
Autophagische Prozesse kénnen Aufgrund ihrer Funktionsweise in drei verschiedene
Kategorien eingeteilt werden wie es in Abbildung 6 dargestellt ist. Unterschieden wird
zwischen chaperonvermittelter Autophagie (CMA), Mikroautophagie und Makroautophagie
(Boya et al., 2013, Klionsky et al., 2016, Parzych and Klionsky, 2014).

Bei der chaperonevermittelte Autophagie werden Proteine die ein KFERQ Motiv innerhalb ihrer
Aminosauresequenz besitzen selektiv von HSP70 erkannt und zum Lysosom transportiert.
Dort bindet der HSP70-Substratkomplex an LAMP2, ein integrales Membranprotein von
Lysosomen, und das Substrat wird nach seiner Entfaltung Gber einen multimeren
Translokationskomplex in das Lysosom Uberfiihrt (Massey et al., 2004, Orenstein and Cuervo,
2010). Da fur diese Art der Autophagie die Entfaltung der Substrate nétig ist, ist CMA nicht in
der Lage gréBere Aggregate oder Zellorganellen zu degradieren.

Mikro- und Makroautophagie hingegen sind sehr wohl in der Lage auch gréBere Aggregate
und ganze Zellorganellen zu degradieren. In mikroautophagischen Prozessen kommt es
hierbei zur Invagination der lysosomalen Membran und damit zum Einschluss cytosolichen

Materials ins Lysosom (Mijaljica et al., 2011).
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1.2.3 Makroautophagie

Im Gegensatz zur Mikroautophagie und CMA wird wahrend der Makroautophagie zu
degradierendes Material von einer Lipiddoppelmembran umschlossen, es bildet sich ein
Autophagosom (Mizushima, 2007). Die entstandenen Autophagosomen fusionieren
anschlieBend direkt mit einem Lysosom oder zun&chst mit frihen und spaten Endosomen, um
ein Amphisom zu bilden, was anschlieBend mit dem Lysosom fusioniert.

Makroautophagie ist ein

Autophagesome

auBerst komplexer, streng
regulierter, vielschrittiger

_— Vorgang an dem viele
i "{’" ""/'"° o Atsiu verschiedenen Protein-
mm o .
e lumzl-Am P T komplexe beteiligt sind
Amz-lmw L""’ (Feng et al., 2014, Klionsky
;‘.’#é‘iu;‘:."%‘%- Atglz‘-mgs Lc&'w et al, 2016, Parzych and
< lex Ralg

| Atg12-Atgs. Atg16L1 LC3-Atgd Klionsky, 2014). Abbildung 7

Ao e
2 E"‘F‘i‘;“""' - v LC3-PE zeigt schematisiert und
! vereinfacht die Entstehung
';—l ‘l » eines Autophagosoms in

. pats- |

P Zellen von Saugern.

_mmno—xgml

e -t comglex

Die Initiation der Makro-
autophagie ist dabei
abhangig vom ULK1-
Omeagasome Komplex. Dieser aus ULK1 -

Abbildung 7: Entstehung eines Autophagosoms. Vereinfachte Darstellung dem SauqerhomOIOQ von

der Initiation, Nukleation und Elongation eines Autophagosoms mit der Atg1 -, ATG13, FIP200 und
Darstellung einiger wichtiger Proteinkomplexe. Ubernommen von Mizushima Atg101 bestehende Protein-

etal 2011 kinasekomplex initiiert tiber
eine Phosphorylierung von Beclin-1 die Nukleation der Makroautophagie (Hara et al., 2008,
Hosokawa et al., 2009a, Hosokawa et al., 2009b, Mercer et al., 2009, Mizushima, 2010,
Russell et al., 2013). Reguliert wird dieser Komplex tber eine Phosphorylierung durch den
mTOR1-Komplex vermittelt durch RAPTOR, die unter nahrstoffreichen Bedingungen dafir
sorgt, dass der ULK1-Kinasekomplex inaktiviert wird (Hung et al., 2012). Der mTOR1-Komplex
wird wiederum Uber PKA phosphoryliert und damit aktiviert (Mavrakis et al., 2006). PKA
inhibiert die Makroautophagie allerdings nicht nur Gber die Aktivierung des mTORC1, sondern
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auch indirekt Uber die Phosphorylierung und damit die Inaktivierung von AMPK (Djouder et al.,
2010) oder die Phosphorylierung von LC3 (Cherra et al., 2010). AMPK ist der Energiesensor
der Zelle indem sie auf das Verhéaltnis von AMP zu ATP reagiert (Egan et al., 2011). Steigt das
Verhaltnis von ADP zu ATP oder wird AMPK durch ROS via ATM aktiviert, kann sie mTORC1
entweder direkt oder Uber die Aktivierung von TSC2, einem negativen Effektor von mTORCH1,
der durch die Aktivitat von Akt/PKB reguliert wird, inhibieren und damit die Makroautophagie
initiieren (Egan et al., 2011, Gwinn et al., 2008, Inoki et al., 2003, Rubinsztein et al., 2011,
Yang and Klionsky, 2010). Des Weiteren ist eine aktive AMPK in der Lage den ULK1 Komplex
Uber ULK1 direkt zu aktivieren und damit die Regulation durch mTORC1 zu umgehen (Egan
et al.,, 2011).

Ist die Initiation der Makroautophagie erfolgreich schlieBt sich die Nukleation des
Autophagosoms bzw. die Entstehung des Omegasoms an (Axe et al., 2008). Wahrend in
Hefezellen die Entstehung des Autophagosoms an die PAS gebunden ist, ist in Sdugerzellen
keine solche cytosolische Struktur bekannt. Allerdings scheint die Formation von
Autophagosomen mit dem ER gekoppelt zu sein (Hayashi-Nishino et al., 2009, Klionsky, 2007,
Mizushima and Komatsu, 2011, Tooze and Yoshimori, 2010, Yla-Anttila et al., 2009). Ein fir
die Nukleation wichtiger Proteinkomplex in Saugerzellen ist der Phosphatidylinositol-3-Kinase
Komplex der Klasse Il (PtdIns3KC3), bestehend aus den Kernkomponenten Beclin1, der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (Vps34), und Vps15 (Funderburk et al., 2010, Mizushima and
Komatsu, 2011, Yang and Klionsky, 2010). Der PtdIns3K Klasse 3-komplex existiert dabei in
drei verschiedenen Varianten (Parzych and Klionsky, 2014, Yang and Klionsky, 2010). Eine
Variante besitzt zusatzlich zu den Kernkomponenten ATG14 und ist Gber die Bindung von
AMBRAT1 oder BCL-2 an Beclin1 reguliert, wobei Erstere die Aktivitat des Komplexes stimuliert
und Zweitere den Komplex inhibiert. Im UVRAG Komplex wird ATG14 mit UVRAG und
AMBRA1 mit SH3GLB1 ausgetauscht, wobei SH3GLB1 ein positiver Regulator von UVRAG
ist. Der Dritte Komplex besitzt anstatt SH3GLB1 Rubicon, was eine inhibitorische Wirkung auf
UVRAG besitzt. Im Gegensatz zu den ersteren beiden Komplexen besitzt dieser Komplex eine
negative, regulierende Wirkung auf mikro-autophagischen Prozesse (Feng et al., 2014). Nach
der Aktivierung des PtdIns3KC3 Uber die Phosphorylierung von Beclin1 durch ULK1 und der
dadurch erfolgenden Lokalisierung des Komplexes ans ER besteht die Hauptaufgabe dieses
Komplexes darin aus Phosphatidylinositol (Pl) Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PtdIns3P) zu
generieren (Di Bartolomeo et al., 2010, Russell et al., 2013, Xie and Klionsky, 2007). PtdIns3P
ist anschlieBend in der Lage weitere regulatorische, fir die Nukleation und Elongation
notwendige Faktoren wie DFCP1 und Mitglieder der WIPI-Familie wie WIPI1/2 zu binden (Axe
et al., 2008, Wesselborg and Stork, 2015). DFCP1 scheint dabei vor allem an der Ausbildung
des Omegasoms beteiligt zu sein (Axe et al., 2008, Mizushima and Komatsu, 2011), wahrend
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Abbildung 8: Der Prozess der Makroautophagie. Schematisierte und 2013, Sekito et al., 2009,
verinfachte Darstellung des makroautophagischen Prozesses von der Initiation  Shirghama-Noda et al.,

bis zur Termination. Ubernommen und veréndert von Kocaturk and Gozuacik, 2013, Yamamoto et al.,
2018

2012, Young et al., 2006).
Bei Atg9 handelt es sich um ein Multitransmembranprotein das Reguliert durch den ULK1 und
WIPI-ATG2 Komplex in der Lage ist Lipidmembranen an den Entstehungsort des
Autophagosoms zu transportieren und nach erfolgtem Transport wieder zuriick ins
Cytoplasma Uberzugehen ohne Teil der entstehenden Membran zu werden (Reggiori et al.,
2004, Sekito et al., 2009, Tooze et al., 2010, Webber and Tooze, 2010, Yamamoto et al.,
2012). Allerdings scheinen die durch Atg9 bereitgestellten Lipidmembranen nicht vollsténdig
fir die Entstehung von Autophagosomen auszureichen (Ge et al., 2014, Yamamoto et al.,
2012). Stattdessen konnte gezeigt werden, dass Membranen des intermediaren ER-Golgi-
Kompartiments (ERGIC) nicht nur fur die LC3-Lipidierung notwendig und ausreichend sind,
sondern auch als eine Art Membranvorlage flr die LC3-Lipidierung wahrend der Nukleation zu
wirken (Ge et al., 2013). Des Weiteren scheint ein kleiner Teil der Atg16 Proteine mit dem

endocytotischen Wiederverwertungssystem assoziiert zu sein und agiert moglicherweise

19



Einleitung

zusammen mit Atg9 bei der Lipidation von LC3 wéhrend der Initiation der Phagophorenbildung
(Moreau et al., 2011, Puri et al., 2013, Ravikumar et al., 2010).

Auf die Nukleation folgend beginnt die Elongation des Omegasoms und die Reifung des
Autophagosoms. Hierbei sind vor allem zwei ubiquitindhnliche Systeme wichtig, das Atg12-
Atg5- und das LC3-PE-Konjugationssystem, wobei die ubiquitnahnlichen (Ubl) Proteine jeweils
Atg12 und LC3 sind (Kirkin et al., 2009, Mizushima, 2007). Fur die Elongation der Phagophore
ist die Konjugation von LC3 an Phosphatidylethanolamin (PE) und die Lokalisation dieses
Komplexes an den Entstehungsort des Autophagosoms von héchster Wichtigkeit. Die
Konjugation von LC3 an PE wird dabei von einem Multiproteinkomplex bestehend aus Atg12,
Atg5 und Atg16L, der eine E3 &hnliche Funktion besitzt, Gbernommen und der zusatzlich wie
auch WIPI und Atg12 in der Lage ist LC3-PE an den Ort der Phagophorensynthese zu binden
(Fujioka et al., 2008, Fujita et al., 2008, Geng and Klionsky, 2008, Hanada et al., 2007,
Mizushima et al., 2003, Mizushima et al., 2001, Nair et al., 2010). Fir die Formation des Atg12-
Atg5-Atg16L Komplexes muss zunachst ATG12 Uber Atg7, dass die Funktion eines E1-
Enzyms besitzt, ATP abhangig aktiviert werden, um im Anschluss Uber einen Transfer an das
E2 ahnliche Atg10 an Atg5 gekoppelt zu werden (Geng and Klionsky, 2008, Glick et al., 2010,
Mizushima et al., 1998a, Mizushima et al., 1998b, Mizushima et al., 2002, Shintani et al., 1999,
Tanida et al., 1999, Tanida et al., 2001). AnschlieBend interagiert der gebildete Atg12-Atg5-
Komplex mit Atg16L und bildet einen multimeren Atg12-Atg5-Atg16 Komplex, der die oben
beschriebenen Funktionen tGbernimmt (Fuijita et al., 2008, Glick et al., 2010, Mizushima et al.,
2003, Mizushima et al., 2001) und nach der Komplettierung des Autophagosoms wieder von
der Membran ins Cytoplasma dissoziiert (Barth et al., 2010, Mizushima et al., 2003, Mizushima
et al., 2001). Die Lipidierung von LC3 mit PE erfolgt &hnlich wie die Entstehung des Atg12-
Atg5-Atg16-Komplexes mit der Hilfe von verschiedenen E1, E2 und E3 ahnlichen Proteinen
und Proteinkomplexen. Pro-LC3 wird zundchst durch Atg4 C-Terminal trunkiert, und das
entstandene LC3-l kann anschlieend &hnlich wie Atg12 durch Atg7 aktiviert und auf Atg3, ein
E2 ahnliches Protein, Gbertragen werden, was letztendlich zur Lipidierung von LC3-1 durch den
Atg12-Atg5-Atg16l-Komplex fuhrt (Barth et al., 2010, Geng and Klionsky, 2008, Glick et al.,
2010, Hemelaar et al., 2003, Ichimura et al., 2000, Kim et al., 2001, Kirisako et al., 2000). Nach
der Komplettierung des Autophagosoms wird auf der AuBenseite befindliches LC3 durch
ATG4 von PE dekonjugiert wahrend innerhalb des Autophagosoms befindliches LC3 nach der
Fusion mit dem Lysosom degradiert wird (Kirisako et al., 2000). Die Dekonjugation von LC3
und PE durch Atg4 und damit die Dissoziation vom Autophagosom, muss zeitlich korrekt und
nicht zu frih erfolgen, damit die Elongation der Phagophore nicht inhibiert wird. Hierzu stellten
Nair et al. 2010 eine Hypothese auf in der sie eine Abschirmung von LC3-PE durch
ATG18/WIPI und Atg12 zusammen mit dem Atg12-Atg5-Atg16/tg16L Komplex gegeniber
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Atg4 vorschlagen, die nach der Dissoziation dieser Proteine bei Fertigstellung des
Autophagosoms aufgehoben wird (Nair et al., 2010). Die Quelle der fir die Elongation
notwendigen Lipidmembranen ist noch nicht vollstandig geklart. Als mégliche Herkunftsorte
werden allerdings das ER (Axe et al., 2008, Hayashi-Nishino et al., 2009, Yla-Anttila et al.,
2009), der Golgi (Geng et al., 2010, Ohashi and Munro, 2010, van der Vaart et al., 2010, Yen
et al., 2010), das Atg9-Kompartiment (Mari et al., 2010, Nair et al., 2011, Orsi et al., 2012,
Popovic et al., 2012, Sekito et al., 2009, Yamamoto et al., 2012, Young et al., 2006), die
Plasmamembran (Moreau et al., 2011, Ravikumar et al., 2010), wiederverwertende Endosome
(Longatti et al., 2012, Puri et al., 2013) und Mitochondrien (Hailey et al., 2010) vermutet.

Der letzte Schritt makroautophagischer Prozesse ist die Termination. Nach der Fertigstellung
des Autophagosoms erfolgt die Degradation der in der Dopplemembran eingeschlossenen
Substrate durch die Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom. Nach der Fusion wird die
innere autophagische Membran und deren Inhalt durch lysosomale Proteasen degradiert und
Uber lysosomale Permeasen werden die entstandenen Fragmente wieder ins Cytosol
entlassen (Sturner and Behl, 2017).
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1.2.3.1 Selektive Makroautophagie

Makroautophagie wurde lange Zeit fir einen unspezifischen Prozess, der groBe Mengen
cytosolichen Materials degradiert, gehalten (Kopitz et al., 1990). Allerdings handelt es sich bei
der Makroautophagie um einen hoch spezifischen und selektiven Vorgang, der Uber die
simultane Interaktion zwischen Autophagierezeptoren wie p62 und NBR1, deren Fracht, meist
ubiquitinierte aber auch nicht ubiquitinierte Substrate, und entsprechenden ATG8 Orthologen
in der Lage ist gezielt Substrate Uber den lysosomalen Abbau zu degradieren (Khaminets et
al., 2016, Pankiv et al., 2007, Rogov et al., 2014, Slobodkin and Elazar, 2013, Stolz et al.,
2014). Die Interaktion zwischen den Autophagierezeptoren, den ubiquitinierten Substraten und
den Atg8 Orthologen wird dabei Uber verschiedene Doméanen der Autophagierezeptoren
vermittelt. So konnte fir p62 gezeigt werden, dass die Interaktion mit Ubiquitin Uber eine
Ubiquitinbindedoméne (UBD) stattfindet, wéhrend es flr die Interaktion mit LC3 Uber eine LC3
interacting region (LIR) verfig (Duran et al., 2008). Die verschiedenen selektiven Formen der
Makroautophagie werden nach ihren Substraten oder auch Interaktoren benannt. So wird der
spezifische Abbau von aberranten und krankheitsassoziierten Proteinaggregaten als
Aggrephagie beschrieben, der makrophagische Abbau von intrazellularen Pathogenen oder

R e Mitochondrien entsprechend als

autophagy [

Xenophagie und Mitophagie
(vgl. Abbildung 9) (Rogov et al.,
2014). Neben den oben
genannten autophagischen
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Abbildung 9: Nicht selektive und selektive Makroautophagie. BAG3. dass neben HSP70

Vereinfachte Darstellung von selektiven und nicht selektiven

HSPB8 und Dynein einer der
wichtigsten Faktoren in der

makroautophagischen Vorgangen und die Folgen bei deren
funktionellem Versagen. Ubernommen von Mizushima et al. 2011
BAG3 vermittelten selektiven

Makroautophagie und der Chaperone assistierten, selektiven Autophagie in Drosophila ist
(Arndt et al., 2010, Behl, 2016, Gamerdinger et al., 2009).

22



Einleitung

Das Co-Chaperone BAG3 (BCL-2 assoziiertes Anthanogen 3) ist eines von 6 verschiedenen,
evolutionar hoch konservierten Co-Chaperonen der BAG-Familie, deren Gemeinsamkeit das
Vorhandensein mindestens einer ca.110-124 Aminosduren langen Bag-Domane ist, die sie
dazu befahigt mit Proteinen wie Bcl-2, dessen Interaktion mit Bag1 namensgebend war, HSF-
1 und der ATPase-Doméane von HSP70 zu interagieren (Bracher and Verghese, 2015,
Briknarova et al., 2002, Brive et al., 2001, Colinet and Hoffmann, 2010, Coulson et al., 2005,
Doukhanina et al., 2006, Rosati et al., 2007a, Sturner and Behl, 2017, Takayama and Reed,
2001, Takayama et al., 1995, Takayama et al., 1999). Erstmals wurde Bag3 1999 von
Takayama et al. als Ergebnis eines yeast two hybrid screens auf HSC/HSP70 Interaktoren
beschrieben (Takayama et al., 1999). Als multifunktionelles Protein ist es ein wichtiger Faktor
in einer Vielzahl von zellularen Prozessen, wie Apoptose, Entwicklung, Wartung und
Arrangement von cytoskelettalen Elementen, Zelladh&sion, Zellmotilitat, viraler Replikation,
sowie der selektiven Makroautophagie und Gbernimmt eine wichtige Rolle in verschiedenen
Krankheiten wie Myopathien, Krebs und neurodegenerativen Erkrankungen (Behl, 2011, Behl,
2016, Chen et al., 2013, Gamerdinger et al., 2011a, Knezevic et al., 2015, Rosati et al., 2011).

BAG3/CAIR-1/BIS ist ein ca. 75 bzw. 43 kDa groBes Protein, das eine Vielzahl verschiedener
interaktiver Doméanen besitzt (vgl. Abbildung 10) (McCollum et al., 2009). Wie alle Mitglieder
der BAG-Familie besitzt es eine C-terminal liegende, ca. 80 Aminosauren lange, konservierte
BAG-Domane, die es ihm ermdglicht mit HSP70, Bcl-2 und HSF1 zu interagieren (Behl, 2016,
Doong et al., 2003, Jin et al., 2015, Lee et al., 1999). Neben der konservierten BAG-Domane
besitzt BAG3 vier weitere Doménen: eine WW-Domane, zwei IPV Motive, ein 14-3-3-
Bindungsmotiv und eine PxxP-Region. Die WW-Domane ermdéglicht es BAG3 mit PxxP-Motiv
oder PY Motiv tragenden Proteinen, wie PDZGEF2, SYNPO2, LATS1/2, AMOTL1/2 und TSCA1
zu interagieren (Gout et al., 2010, Iwasaki et al., 2010, Kathage et al., 2017, Klimek et al.,
2017, Ulbricht et al., 2013), wahrend Uber die IPV Motive die Bindung von BAG3 an sHSP wie
HSPB8, HSPB6 etc. vermittelt wird (Carra et al., 2008b, Fuchs et al., 2009, Rauch et al., 2017).
Zwischen den beiden IPV Motiven liegt das 14-3-3 Bindemotiv, was wie bereits der Name
vermittelt, die Interaktion zwischen BAG3 und 14-3-3y ermdglicht. Die prolinreiche PxxP-
Region vermittelt vor allem Interaktionen zwischen BAG3 und SH3-Doméanen tragenden
Proteinen. Hierzu gehéren vor allem PLCy, Dynein und Src (Colvin et al., 2014, Doong et al.,
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2000, Gamerdinger et al., 2011a). Ein weiteres wichtiges Charakteristikum der BAG3-Struktur
sind zwei konservierte Caspase-Schnittstellen. Die erste befindet sich in der PxxP-Region und
wird bei ***KVED geschnitten, wahrend Zweitere C-terminal, hinter der BAG-Doméane bei
S18LEAD liegt (Virador et al., 2009).
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Abbildung 10: Das Multidomanenprotein BAG3. Schematische Darstellung des BAG3-Proteins mit
eingezeichneten Interaktionsmotiven (WW Doméne, IPV Motive, 14-3-3 Bindungsmotiv, PxxP-Region und BAG-
Doméne), sowie Phosphorylierungs- (S 136, S173, S167, S377, Y451, Y457) und Caspaseschnittstellen 3*KVED,
515 EAD. Ubernommen von Stiirner und Behl 2017

BAGS ist ein vornehmlich cytosolisch lokalisiertes Protein, welches ubiquitar in allen humanen
Zellen exprimiert wird, wobei eine besonders hohe konstitutive Expression von BAG3 in Herz-
und Skelettmuskulatur, sowie in Zellen verschiedener Krebsarten (z.B. lymphoide oder
myeloide Leukamien, Neuroblastome, Glioblastome, Prostatakarzinom, Ovarial und
Mammakarzinom, Pankreaskarzinom) zu finden ist (Felzen et al., 2015, Gentilella and Khalili,
2011, Homma et al., 2006, Liao et al., 2001, Rosati et al., 2007a, Rosati et al., 2011, Sherman
and Gabai, 2015, Sturner and Behl, 2017, Kogel et al., 2020). Neben der cytosolischen BAG3
Population kann in verschiedenen Zelltypen wie in Zellen des Pankreaskarzinoms eine
kleinere, nukleare BAG3 Fraktion beobachtet werden (Gentilella and Khalili, 2009, Rosati et
al., 2011). Eine nukledre Lokalisation ist allerdings nicht nur unter physiologischen
Bedingungen beobachtbar. Durch bestimmte Stressfaktoren wie zum Beispiel einer Viralen
Infektion, transloziert BAG3 in den Nukleus oder wird in perinukledren Aggregaten
angereichert (Gamerdinger et al., 2009, Jin et al., 2015, Kyratsous and Silverstein, 2008). Des
Weiteren konnten Bruno et al. 2008 eine kleinere, ca. 43 kDa grof3e, synaptosomenassoziierte
Form von BAG3 beschreiben, die zu diesem Zeitpunkt allerdings noch nicht néher
charakterisiert ist (Bruno et al., 2008).

Neben der Veranderung der Lokalisation fiihren Stressbedingungen wie oxidativer Stress,
erhdhte Temperatur, Schwermetalle, HIV-infektion und Proteasominhibition zu einer erhdhten
Expression von BAG3, die sich auch in alternden Zellen bemerkbar macht (Bonelli et al., 2004,
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Gamerdinger et al., 2009, Pagliuca et al., 2003, Rosati et al., 2007b, Wang et al., 2008). Die
stressbedingte erhdhte Expression von BAG3 ist dabei vor allem auf die Induktion durch HSF1
zurtickzufiihren (Franceschelli et al., 2008, Jacobs and Marnett, 2009, Nguyen and Kim, 2017,
Song et al., 2010), wobei auch NF-kB Uber einen indirekten Mechanismus die Expression von
BAGS3 nach Stresseinwirkung erhéht (Nivon et al., 2012, Rapino et al., 2015). Neben HIF1 und
NF-kB sind auch das Onkogen WT1, der Transkriptionsfaktor AIbZIP und FGF2 dazu in der
Lage die Expression von BAG3 zu erh6hen und im Zusammenhang mit FGF2 konnte in
Neuroblastomzellen ebenfalls gezeigt werden das die BAG3-Aktivitat abhangig von EGR-1 ist
(Ben Aicha et al., 2007, Cesaro et al., 2010, Gentilella and Khalili, 2010, Gentilella et al., 2008).
Zuséatzlich ist es BAG3 in einigen Zellarten mdglich, die eigene Expression durch Anbinden an
den eigenen Promotor zu beeinflussen (Gentilella and Khalili, 2009). Die Regulation der BAG3-
Expression ist nicht die einzige Mdglichkeit die BAG3-Spiegel oder Aktivitdt zu modulieren. Bei
der posttranslationalen Regulation beeinflussen vor allem Phosphorylierungen und
Ubiquitinierungen Funktion, Interaktionen und Aktivitat von BAG3. (vgl. Abbildung 10). So ist
ein korrekter Phosphorylierungsstatus von Serin 136 und Serin 173 wichtig fir die Interaktion
zwischen BAG3 und 14-3-3 beim Dynein vermittelten Transport von Aggregaten zum
Aggresom. Eine Mutation dieser beiden Serine kann zu inkorrekten oder fehlenden
Phosphorylierungen und damit zu einer abgeschwachten oder fehlenden Interaktion flhren
(Xu et al., 2013). Ein weiterer Vorgang, bei dem der Phosphorylierungsstatus von BAG3 eine
wichtige Funktion einnimmt, ist die BAG3 vermittelte Insulin Ausschittung pankreatischer
Betazellen nach Glukosestimulation. Hier sorgt die Phosphorylierung von BAG3 durch FAK fir
den Verlust der Interaktion zwischen BAG3 und SNAP25, was zur Bildung des t-SNARE-
Komplexes mit Syntaxin-1 und damit zur Vesikelausschuttung fuhrt (lorio et al., 2015). Neben
diesen physiologischen Funktionen finden sich vor allem BAG3-Phosphorylierungen in
verschiedenen Pathologien. In thyroiden Krebszellen sorgt eine Phosphorylierung von BAG3
durch PLCd an Serin 187 fir die Aktivierung der epithelial-mesenchymalen Transition und die
Einwanderung von Krebszellen ins Gewebe (Li et al., 2013), wahrend die Inhibition des
Proteasoms mit Bortezomib in Zellen des multiplen Myeloms eine erhéhte Phosphorylierung
von Serin 377 verursacht. CDK5 vermittelte Phosphorylierung von Serin 297/291 in der
Alzheimerschen Krankheit sorgt fir die Destabilisierung von BAG3 und damit zu einer
Ubersteuerten, degradativen Wirkung von HSP70, was in Neuronen zu einem Verlust von
Proteinen glutamaterger Synapsen flhrt (Zhou et al., 2020). Neben den posttranslationalen
Phosphorylierungen, konnte gezeigt werden, dass, zum einen BAG3 durch CHIP im Laufe von
CASA ubiquitiniert und nach Einschluss mit dem zu degradierenden Substrat durch das
Autophagosom degradiert wird (Arndt et al., 2010) und zum anderen die basale Ubiquitinierung
von BAG3 unter Staurosporinstress erhéht ist, was zur proteasomalen Degradation fiihrt
(Virador et al., 2009).
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In verschiedenen physiologischen und pathologischen Funktionen Ubernimmt BAG3 eine
wichtige Rolle. So auch in der Entwicklung von ZNS, Herz und dem hamatopoetischem
System. So konnte gezeigt werden, dass im sich entwickelnden ZNS von Ratten BAG3
zunachst transient in Cortex und Hippocampus exprimiert wird, in der ersten postnatalen
Woche BAG3-Spiegel abrupt ansteigen und danach wieder abfallen (Choi et al., 2006). Des
Weiteren wurden eine transiente Expression von BAGS3 in sich entwickelnden, radialen
Gliazellen in Hirnstamm und Riickenmark von Ratten beobachtet (Choi et al., 2009). Zusétzlich
konnten Gentilella et al. 2010 zeigen, dass BAG3-Expression die Proliferation von neuronalen
Vorlauferzellen in Abhéngigkeit von FGF2 aufrechterhélt (Gentilella and Khalili, 2010). Neben
der neuronalen Entwicklung sorgt die Expression von BAG3 wéahrend der Differenzierung von
Kardiomyoblasten fiir die Aufrechterhaltung der Myogeninexpression (De Marco et al., 2011)
und sorgt in skelettaler Muskulatur fir die strukturelle Integritat von Z-Disks (Arndt et al., 2010,
Hishiya et al., 2010). Kwon et al. zeigen, dass eine Stérung der BAG3 Expression zum Verlust
hamatopoetischer Stammzellen flihrt und eine entsprechend veranderte Stammzellnische zu
einer gestorten Entwicklung von B-Zellen fiihrt (Kwon et al., 2010). Schlussendlich beeinflusst
BAG3 Uber die Bindung der YAP/TAZ Inhibitoren LATS1/2 und AMOTL1/2 direkt den die
Zellproliferation und Apoptose regulierenden Hippo-Signalweg und die durch YAP/TAZ
vermittelte Transkription (Meriin et al., 2018, Ulbricht et al., 2013).

Viele der menschlichen Krebszellen zeigen erhéhte Expressionsspiegel von BAG3 und eine
Reihe von unterschiedlichsten Studien konnte zeigen, dass durch eine Inhibition oder
Uberexpression von BAG3 spontane, aber auch medikamentds induzierte, apoptotische
Prozesse verstarkt oder respektive inhibiert werden (Ammirante et al., 2010, Cesaro et al.,
2010, Chiappetta et al., 2007, Doong et al., 2002, Festa et al., 2011, Jacobs and Marnett,
2009, Jung et al., 2010, Liu et al., 2009a, Mani et al., 2016, Pasillas et al., 2015, Rapino et al.,
2015, Rosati et al., 2007a, Wang et al., 2009, Zhu et al., 2014, Kogel et al., 2020). So interagiert
BAG3 mit MVP was dessen nukleare Akkumulation und damit die verstarkte Aktivierung des
Uberlebensférdernden ERK1/2 Signalwegs ermdglicht (Pasillas et al., 2015) oder vermittelt
NIK induziert Resistenz gegen proteotoxischen Stress bei gleichzeitiger PQC Inhibition
(Rapino et al., 2015). Des Weiteren konnten Depletionen von BAG3 zeigen, dass zum einen
urotheliale Krebszellen unter BAG3 Depletion verstarkt auf BH3-Mimetika induzierte Apoptose
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reagieren (Mani et al., 2016), und dass BAG3 in CLL-Zellen Apoptose inhibiert und die
Zellmigration férdert (Zhu et al., 2014). Eine Studie von Ammirante et al. konnte unterdessen
zeigen, dass BAG3 IKK-y vor dem proteasomalen Abbau schiitz, was zu eine anhaltenden
NF-kB Aktivierung fuhrt (Ammirante et al., 2010). Neben seiner anti-apoptotischen Wirkung ist
BAGS3 nicht nur in der Lage, wie flr hepatozelluldre Karzinome gezeigt werden konnte,
Invasivitat und Angiogenese zu férdern (Xiao et al., 2014), sondern es fungiert in PDCA auch
als Signalmolekil, dass Uber IFITM-2 Makrophagen aktiviert und Uber die PISK und p38
Signalwege die Ausschittung weiterer proliferationsstimulierender Faktoren ausldst (Rosati et
al., 2015). Vor allem aber scheint das Zusammenwirken von BAG3 und HSP70 von Wichtigkeit
fir Krebssignalwege zu sein, indem sie mit Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, FoxM1,
Translationsregulatoren wie HUR und Zellcyklusregulatoren wie p21 und Survivin interagieren.
Entsprechend zeigen Agenzien, die die Interaktion zwischen HSP70 und BAG3 stéren eine
anti-proliferative  Wirkung in verschiedenen Krebsarten und sie sind in der Lage das
Tumorwachstum zu hemmen (Antonietti et al., 2017, Colvin et al., 2014, Li et al., 2015a).

Weitere Prozesse in denen BAG3 eine essentielle Funktion ausubt, ist die zellulare
Proteostase und die Autophagie vor allem im Hinblick auf neurodegenerative Erkrankungen
und das Altern. Hierbei ist vor allem die Rolle von BAG3 als Co-Chaperon von HSP70 und die
Interaktion mit den sHSPs von groBer Bedeutung. BAG3 bindet mit seiner BAG-Doméane an
die ATPase-Doméane von HSP70, férdert in seiner Rolle als NEF die Entlassung von
Substraten aus der katalytischen Doméne und zusammen mit HSP40 Chaperonen den
Chaperonzyklus von HSP70 (Bracher and Verghese, 2015, Brehmer et al., 2001, Briknarova
et al, 2002, Kityk et al., 2015, Rauch and Gestwicki, 2014, Sarparanta et al., 2012,
Sondermann et al., 2001, Takayama et al., 1999). Uber die IPV Motive bindet BAG3 sHSPs
wie HSPBS, die in der Lage sind fehlgefaltete Proteine zu binden (siehe 1.1.2.2.5) und diese
Uber die Interaktion mit BAG3 an HSP70 fir die Ruckfaltung oder eine weitere Verarbeitung
zu vermitteln (Arndt et al., 2010, Crippa et al., 2010b, Haslbeck et al., 2005, Rauch et al., 2017,
Ungelenk et al., 2016, Zwirowski et al., 2017). Der HSP70-BAG3-HSPB8 Komplex ist
dementsprechend Uber die Kooperation der beiden Chaperonsysteme via BAG3 in der Lage,
effizient Proteinaggregation zu vermindern oder zu vermeiden. Eine weitere Funktion dieses
Komplexes besteht in der selektiven Degradation aggregierter Proteine in einem Prozess, der
als BAG3 vermittelte selektive Makroautophagie bezeichnet wird (vgl. Abbildung 11)
(Gamerdinger et al., 2009, Gamerdinger et al., 2011b). Hierbei bindet zunachst die
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Abbildung 11: BAG3 vermittelte selektive Makroautophagie. Zu sehen ist eine vereinfachte Darstellung des
Prozesses der Bag3 vermittelten selektiven Makroautophagie. Der Multiproteinkomplex aus HSP70, HSPBS,
BAGS3, CHIP(STUB1), 14-3-3, HSP40 und Dynein transportiert HSP70 gebundenen Substrate,
mikrotubuliabh&ngig zu den perinukledren Aggresomen, wo sie Uber Autophagierezeptoren erkannt und dem

autophagisch-lysosomalen System fiir die Degradation zugefiihrt werden. Ubernommen von Behl 2016.

Ubiquitinligase CHIP (STUB1) an die C-terminale Substratbindestelle von HSP70 und ist so in
der Lage mit Hilfe weiterer ubiquitinkonjugierender Enzyme HSP70 gebundene Substrate zu
ubiquitinieren, wobei nicht alle Gber diesen Weg abgebauten Proteine einer Ubiquitinierung
bedirfen (Arndt et al., 2010, Carra et al., 2008a, Gamerdinger et al., 2009, Gamerdinger et al.,
2011b, Jiang et al., 2001, Stankiewicz et al., 2010, Zhang et al., 2015, Zhang et al., 2005b,
Zhang and Qian, 2011). BAG3 ist in der Lage Uber seine PxxP Doméane diesen Proteinkomplex
aus HSP70, HSPB8, BAG3 und CHIP an Dynein zu koppeln (Gamerdinger et al., 2011b,
Garcia-Mata et al., 1999, Kopito, 2000), wobei diese Bindung durch das Adapterprotein 14-3-
3 unterstltzt wird indem es sowohl die entsprechenden Bindungsmotive in BAG3 (RSQS'3
und RSQS'), als auch die Intermediare Dyneinkette (DIC) bindet (Xu et al., 2013). Die
Interaktion mit Dynein initiert den Mikrotubuli assoziierten retrograden Transport der
gebundenen Proteine in Richtung MTOC und der perinukledren Aggresome (Gamerdinger et
al., 2011b, Johnston et al., 1998, Kopito, 2000, Zhang and Qian, 2011). Am Ort der Aggresome
erfolgt die Erkennung der an HSP70 gebundenen Substrate Uber Autophagierezeptoren wie
p62 und NBR1, die sie tUber LC3 an die autophagosomale Membran koppeln, was folglich zur
Degradation Uber das autophagisch-lysosomale System fihrt (Gamerdinger et al., 2009).
BAG3 wird laut Gamerdinger et al. dabei selbst nicht zum Ziel der autophagischen
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Degradation. Arndt et al. konnten 2010 jedoch bei der Untersuchung einer BAG3 vermittelten
selektiven Autophagie in Drosophila zeigen, dass BAG3 durch CHIP ubiquitiniert wird und die
BAGS3-Spiegel bei einer starken Induktion dieses Degradationsmechanismus reduziert sind,
was wiederum far eine Degradation von BAG3 durch das autophagisch-lysosomale System
sprechen kénnte (Arndt et al., 2010). Von Interesse ist, dass CHIP in diesem Komplex durch
die Ubiquitinligase Parkin ausgetauscht werden kann und somit BAG3 mit mitophagischen
Degradationsprozessen verbindet (Imai et al., 2002, Morishima et al., 2008, Tahrir et al., 2017).

Der Prozess der BAG3 vermittelten Autophagie spielt vor allem in alternden Zellen und meist
altersassoziierten, neurodegenerativen Erkrankungen eine wichtige Rolle. Huntington (HD) ist
eine neurodegenerative Erkrankung, die sich durch die krankhafte Extension von CAG
Wiederholungen im Huntingtin-Gen auszeichnet. Uberschreiten die Glutamine eine Anzahl von
35 Wiederholungen flhrt dies zur Entstehung hoch toxischer, Proteinbindender Aggregate
(Labbadia and Morimoto, 2013). Fir eine mutante Variante des Huntingtin mit 43 Glutaminen
konnte gezeigt werden, dass sie selektiv tGber die BAG3 vermittelte Autophagie degradiert
wird, wobei von entscheidender Bedeutung die Interaktion von BAGS3 und Dynein zu sein
scheint (Carra et al., 2008a, Carra et al., 2008b, Carra et al., 2005, Fuchs et al., 2009). Auch
fur die Alzheimersche Krankheit (AD), die durch das Entstehen und Vorhandensein von (3-
Amyloid enthaltenden Plaques und neurofibrillaren tau tangles (NFT) charakterisiert ist
(Morawe et al., 2012), konnte gezeigt werden das BAGS in der Regulation der Tau-Spiegel
eine entscheidende Funktion Ubernimmt. Lei et al. konnten zeigen, dass zum einem induzierte
BAG3-Spiegel unter Stressbedingungen die Degradation von Tau férdern, und zum anderen,
dass ein entsprechender Knockdown von BAG3 die Verminderung der Tau-Spiegel verhindert.
Eine Uberexpression von BAG3 hat entsprechend eine starke Verringerung endogener Tau
und Phospho-Tau-Spiegel zur Folge (Lei et al., 2015). Neben HD und AD konnte auch fir die
amyotrophe Lateralsklerose (ALS) eine Funktion der BAG3 vermittelten selektiven Autophagie
gefunden werden. Bei ALS handelt es sich um eine neurodegenerative Erkrankung der
Motoneurone, vor allem des Rickenmarks, die durch die pathologische Akkumulation
mutanter Formen von SOD1 oder TDP-43 gekennzeichnet ist (Johnston et al., 2000,
Robberecht and Philips, 2013). Gamerdinger et al. und Crippa et al. konnten flir mutante
Formen von SOD1, respektive SOD 18" pzw. SOD1¢%4 den BAG3 vermittelten Abbau bzw.
eine BAG3 vermittelte Aggregation zeigen. So konnten sie zeigen, dass zum einen in
SOD1%85R transgene Mé&use SOD1%R mit autophagosomalen Markern und BAG3 in
Aggregaten/ Aggresomen co-lokalisiert und dass die BAG3 Expression in spinalen
Motoneuronen dieser Mause erhéht ist (Gamerdinger et al., 2011b). Zum anderen konnte
gezeigt werden, dass die Expression des HSP70-HSPB8-BAG3 Komplexes in spinalen

Motoneuronen transgener, SOD1%%%A tragender Mause erhdht und die Degradation von
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SOD1%%A durch das autophagisch-lysosomale System induziert ist (Crippa et al., 2013, Crippa
et al., 2010a, Crippa et al., 2010b).

Allerdings ist der Vorgang der BAG3 vermittelten selektiven Autophagie nicht nur wichtig in
pathologischen Vorgangen, sondern er Ubernimmt auch eine wichtige Funktion in der
Erhaltung der Proteostase alternder Zellen. Unter physiologischen Bedingungen werden die
meisten kurzlebigen und disaggregationsfahigen Proteine Uber einen HSP70-CHIP-BAG1-
Komplex vermittelten proteasomalen Abbau degradiert (Alberti et al., 2003, Demand et al.,
2001). Gamerdinger et al. konnten 2009 zeigen, dass die Expression von BAG3, LC3, p62 und
weiterer autophagosomaler Marker, sowie der autophagische Flux in alternden Fibroblasten
im Vergleich zu ihrer jungeren Variante und in gealterten Neuronen von Nagetieren erhoht ist
(Gamerdinger et al., 2009). BAG3 schein also unter proteinaggregationsférdernden
Bedingungen einen Umstieg von BAG1 vermitteltem, proteasomalem Abbau hin zum BAG3
vermittelten autophagosomalen/lysosomalen Abbau zu induzieren (Carra et al., 2008a,
Gamerdinger et al., 2011a, Gamerdinger et al., 2009, Minoia et al., 2014).

Wie weiter oben bereits erwéhnt besitzt BAG3 eine wichtige Funktion in der Differenzierung
von Kardiomyoblasten (De Marco et al., 2011) und in der Aufrechterhalten der strukturellen
Integritat von Z-Disks in der skelettalen Muskulatur (Arndt et al., 2010, Hishiya et al., 2010).
Die Wartung der Z-Disks und die Instandhaltung der muskuldren Kontraktilitdt erfolgt Gber
derzeit zwei bekannte Mechanismen. In einem von Hishiya et al. beschriebenen Mechanismus
reguliert BAG3 die strukturelle Stabilitédt von filamentésem Aktin durch die Vermittlung der
Interaktion zwischen HSP70 und CapZB1 und sorgt ebenfalls fir die korrekte Lokalisation von
CapZB1. Dysfunktionales BAG3 induziert die Degradation von CapZB31 durch das Proteasom
und verursacht so die strukturelle Instabilitat myofibrillarer Strukturen unter mechanischem
Stress (Hishiya et al., 2010). Des Weiteren Gbernimmt BAG3 im Zusammenhang mit einem
Prozess, der in Drosophila als Chaperone assistierte selektive Autophagie (CASA)
beschrieben wird, die Qualitdtskontrolle von Filamin, welches fir die Vernetzung von
Aktinfilamenten sarkomerer Z-Disks zustandig ist (Arndt et al., 2010, Nakamura et al., 2011).
Um die Kontakte zwischen den Aktinfilamenten unter mechanischem Stress zu gewahrleisten,
besitzt Filamin eine mechanosensitive Region die es ihm ermdglicht sich unter Krafteinwirkung
zu entfalten (Ehrlicher et al., 2011, Nakamura et al., 2014, Rognoni et al., 2012). BAG3 ist in
der Lage an diese mechanosensitive Region zu binden, damit den konformeller Status von

Filamin zu Gberwachen und im Falle einer Beschadigung oder irreversiblen Entfaltung Filamin
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Uber den CASA-Komplex aus den Z-Disks zu extrahieren und zu degradieren
(vgl. Abbildung 12) (Ulbricht et al., 2013). Bestétig wir die durch mechanischen Stress
induzierte Funktion von CASA durch die transkriptionelle Induktion der Filamin-, BAGS3- und
HSPB Expression unter Krafteinwirkung, wobei die Induktion der BAG3-Expression auf eine
durch das Entfalten von Cytoskelettproteinen bedingte Aktivierung von HSF1 zurlickzufiihren
ist (Ulbricht et al., 2013, Ulbricht et al., 2015).

Quality control of filamin

BAG3 monitors the force-induced unfolding of the actin-crosslinking protein filamin at muscle Z-disks
and actin stress fibres. Mechanically damaged forms of filamin are targeted for autophagic degradation.

Striated muscle Non-muscle cells
A Integrin Membrane \ Extracellular matrix

.
---------------------

Abbildung 12: CASA-vermittelte Qualitatskontrolle von Filamin. BAG3 Uberwacht die kraftinduzierte Entfaltung
des Aktin-vernetzenden Proteins Filamin an muskularen Z-Disks und Aktin-Stressfasern. Mechanisch beschadige

Filaminformen werden iiber das autophagisch-lysosomale System degradiert. Ubernommen von Klimek et al. 2017

Zusatzlich ist BAG3 in der Lage durch die Interaktion mit dem Z-Disk Protein Synaptopodin-2
(SYNPQO2) die Formation von Autophagosomen zu stimulieren, was SYNPQO2 zu einem
wichtigen Faktor der cytoskelettalen CASA Maschinerie macht (Ulbricht et al., 2013). Neben
der Férderung der Entstehung von Autophagosomen durch die SYNPO2-Interaktion ist es
BAG3 mdoglich lokal Autophagie und Translation zu induzieren. Hierzu bindet es nach der
Interaktion mit beschadigtem Filamin Uber seine WW-Domé&ne den mTORC1 Inhibitor TSCH.
Damit sorgt BAGS3 firr die Lokalisation des Inhibitors in der Nahe der beschadigten Filamente
und hierdurch fiir eine lokal begrenzte Aktivierung der Autophagie durch die TSC1 vermittelte
Inhibition von mTORCT1. Die Folge hiervon ist die értliche Konzentration von TSC1 und damit
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die Aufhebung der Inhibition von mTORC1 durch TSC1 im restlichen Cytoplasma, was folglich
zu einer Inhibition der Autophagie und einer Induktion der Translation fihrt (Kathage et al.,
2017). Des Weiteren kann die Transkription von Filamin durch die beiden transkriptionalen Co-
Faktoren YAP und TAZ, nach der der Bindung ihrer Inhibitoren LATS1/2 und AMOTL1/2 Gber
BAGS3 induziert werden (Dupont et al., 2011, Ulbricht et al., 2013).

Die Uber CASA, BAG3-abhangig vermittelte Filaminqualitatskontrolle ist allerdings nicht auf
Z-Disks gestreifter Muskulatur begrenzt. In glatter Muskulatur ist Filamin assoziiert mit
Stressfasern, die sich in Zellen wahrend der Adhéasion aber auch Migration bilden (Nakamura
et al., 2011). Entsprechend konnte gezeigt werden, dass wahrend mechanischem Stress die
BAG3 Expression induziert und entsprechend die autophagische Degradation von Filamin
erhéht ist (Ulbricht et al., 2013), was BAG3 zu einem essentiellen Faktor fir die Motilitédt und
Adhésionsfahigkeit verschiedener Krebszellen macht (Antonietti et al., 2017, lwasaki et al.,
2007, Iwasaki et al., 2010). Zusatzlich tbernimmt BAG3 eine essentielle Funktion wahrend der
Zellteilung ein, indem es die korrekte Orientierung des Spindelapparates und den Abbau des
kontraktilen Aktinrings wahrend der Cytokinese beeinflusst (Fuchs et al., 2015, Varlet et al.,
2017).

Die Wichtigkeit dieser Mechanismen wird vor allem dann deutlich, wenn es zu Mutationen in
einzelnen Elementen und damit zum Ausfall oder zu fehlerhaften Funktion dieses Systems
kommt. BAG3-Defizienzen in Tiermodellen zeigen den rapiden kraftbedingten Verfall von
Z-Disks nach Muskelanstrengung und auch in Menschen sind Mutationen von BAG3 mit
verfallenden Z-Disks und der Degeneration sowie Disorganisation von Myofibrillen verbunden
(Arimura et al., 2011, Arndt et al., 2010, Behin et al., 2015, Homma et al., 2006, Kley et al.,
2016, Selcen et al., 2009). Eine heterozygote Missensemutation von Prolin zu Leucin am
Codon 209 im zweiten der beiden IPV-Motive von BAGS3 flUhrt zu einer schweren Form von
myofibrillarer Myophatie (MFM), die sich vor allem durch eine fulminante Muskeldystrophie mit
schnell voranschreitender Muskelschwéache in friher Kindheit auszeichnet und im zweiten
Lebensjahrzehnt von Atmungsschwache und Kardiomyopathien begleitet wird, die meist
tédlich enden (Jaffer et al., 2012, Konersman et al., 2015, Kostera-Pruszczyk et al., 2015, Lee
et al.,, 2012, Odgerel et al., 2010). Weitere Mutationen von BAG3 die mit einer oftmals
familiaren Form der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) verbunden sind, sind Beispielhaft die
Mutationen Arg218Trp, Leu462Pro, Glu455Lys, oder Arg309X. Zuséatzlich kann es bei DCM
zur Deletion einer bis mehrerer, ganzer Exons kommen. Charakterisiert ist diese Krankheit
dabei durch das Auftreten von schwerem Herzversagen und plétzlichem Herztod (Arimura et
al., 2011, Franaszczyk et al., 2014, Norton et al., 2011, Villard et al., 2011).
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Eine weitere Proteinfamilie, die ebenfalls eine wichtige Funktion im Zusammenhang mit der
Muskulatur und dem intrazellularen Aktinnetzwerk, aber auch der Autophagie Gbernimmt, ist
die der Myosine, wobei in autophagischen Prozessen vor alllem die nicht muskularen Myosine
wichtige Aufgaben Ubernehmen (Kruppa et al., 2016, Berg et al., 2001).

Myosine bilden mit Gber 30 distinkten Myosinklassen eine Superfamilie von ATP abh&ngigen,
Aktin bindenden, molekularen Motormolekdilen, wobei das menschliche Genom 38 Gene aus
12 dieser Klassen besitzt (Berg et al., 2001, Dulyaninova and Bresnick, 2013, Shutova and
Svitkina, 2018). Uber die Bindung an Aktin ist es diesen Molekilen méglich, (iber die
Generation mechanischer Krafte wichtige zellulare Prozesse wie Zellmigration, -Division,
Muskelkontraktion usw. zu beeinflussen (Even-Ram et al., 2007, Gupton and Waterman-
Storer, 2006, Huxley, 1969, Mabuchi and Okuno, 1977, Sandquist et al., 2006, Spudich, 2014,
Straight et al., 2003). Begriindet wurde die Superfamilie der Myosine durch die Entdeckung
der Klasse Il oder konventionellen Myosine 1939 durch Engelhardt et al. (Engelhardt and
Lyubimova, 1939). Sie bildet mit Vertretern in skelettaler, kardialer und glatter Muskulatur, aber
auch drei nicht muskularen Myosinen die primér kraftausibende Familie von Proteine in
Saugerzellen (Clark et al., 2007, Conti and Adelstein, 2008, Cremo and Hartshorne, 2007,
Krendel and Mooseker, 2005, Reggiani and Bottinelli, 2007). Die Vertreter der nicht-
muskuldren Myosine (NMIl) sind entgegen ihres Namens ubiquitdr Exprimiert und
Ubernehmen nicht nur als Hauptgenerator mechanischer Kréfte in nicht muskuldren Zellen
wichtige Funktionen in Migration, Adhésion, Cytokinese, intrazellularem Transport,
Zellorganellmorphogenese, und Organisation bzw. Remodelierung des Aktincytoskeletts,
sondern sie Ubernehmen auch distinkte Aufgaben in der Entwicklung und Differenzierung
skelettaler Muskulatur, sowie der Aufrechterhaltung von Spannung in glatter Muskulatur (Yuen
et al., 2009, Swaliles et al., 2006, Shutova and Svitkina, 2018, Morano et al., 2000, Fenix et
al., 2018). Unterschieden werden die nicht muskularen Myosine in drei Isoformen: NMII-A, -B
und —C, die alle eine hohe Sequenzidentitat zueinander besitzen, sowohl distinkte als auch
Uberlappende Funktionen in vivo Ubernehmen, allerdings spezifische Gewebe- und
Zellexpressionsmuster, sowie spezifische subzellulédre Lokalisationen zeigen (Golomb et al.,
2004, Heissler and Manstein, 2011, Heissler and Manstein, 2013, Kawamoto and Adelstein,
1991, Kovacs et al., 2003, Sandquist and Means, 2008, Vicente-Manzanares et al., 2008,
Vicente-Manzanares et al., 2009, Wang et al., 2011, Wang et al., 2003).
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Wie auch andere Myosine der Klasse Il bestehen die drei Isoformen der nicht muskularen
Myosine aus einem Hexamer von drei Paaren von Peptiden, die sich zu einem Homodimer
zusammenschlieBen (vgl. Abbildung 13a). Eine Bildung von Heterodimeren wéhrend der
Formation des Holoenzyms konnte bislang nicht beobachtet werden (Golomb et al., 2004,
Kelley et al., 1996). Jedes Monomer besteht dabei aus je einer 230 kDa gro3en, schweren
Kette und einer 20 kDa groBen, regulatorischen, leichten Kette (RLC), sowie einer 17 kDa
groB3en, essentiellen, leichten Kette (ELC), wobei die leichten Ketten die Struktur der schweren
Kette stabilisieren (Sellers, 2000, Vicente-Manzanares et al., 2009). Eine wichtige Rolle bei
der Funktion der NMlls kommt den schweren Ketten der Homodimere zu. Sie bestehen aus je
einer ca. 800 Aminosauren langen, globuléaren, N-terminalen Motordomane mit Mg2*ATPase-
Aktivitat, die gefolgt von einer ca. 50 Aminosduren langen neck domain dazu in der Lage ist,
Uber den Verbrauch von ATP und die Nutzung der der neck domain als Hebel im dimerisierten
Zustand mechanische Kraft auf gebundene Aktinfilamente auszulben. Zusétzlich bindet
sowohl eine ELC und eine RLC Uber ein IQ Motiv der neck domain an je eine schwere Kette.
AnschlieBend auf die neck domain folgt eine ca. 1100 Aminosduren lange a-helikale
Stabdoméne, die Uber die Ausbildung einer coiled-coil Formation verantwortlich fir die
Dimerisierung beider Homodimere ist und in einem kurzen, nicht helikalen, ca. 34-47
Aminosaure langem C-terminalem Segment endet (Dulyaninova and Bresnick, 2013, Shutova
and Svitkina, 2018, Vicente-Manzanares et al., 2009).
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Abbildung 13: Aufbau und Struktur der NMIIl. A) Schematisierter Aufbau eines NMII Homodimers mit
Mg?*ATPase-Domane, coiled-coil Stabdomane und nicht helikalem Endstlick der NMHC, sowie ELC und RLC. S-1
Stellt ein ATPase haltiges Fragment dar, das nicht mehr zur Dimerisierung in der Lage ist, wédhrend heavy
meromyosin (HMM) noch zur Beeinflussung der Dimerisierung Fahig ist. Ebenfalls dargestellt ist die RLC abhangige
Aktivierung der NMIl und der entsprechende Ubergang von der 10S autoinhibierten Form zur 6S
dimerisierungsféhigen, aktiven Form. B) Vereinfachte Darstellung der Interaktion von bipolaren NMII Filamenten

mit Aktinfilamenten. Ubernommen von Vicente-Manzanares et al. 2009

Uber die schweren Ketten (NMHC) sind diese Homodimere in der Lage minifilamentdse
Strukturen von bis zu 30 Molekillen zu bilden, indem sich zunachst zwei NMHCs (ber
elektrostatische Interaktionen zwischen den beiden assembly competend domains (ACD1/2)
am Ende der Stabdoméne zu antiparallelen Dimeren zusammenlagern (vgl. Abbildung 13b)
(Atkinson and Stewart, 1992, Dulyaninova and Bresnick, 2013, McLachlan and Karn, 1982,
Nakasawa et al., 2005). Hierzu ist es allerdings nétig die Autoinhibition der NMlls zu beenden
in der sie in unphosphorylierter Form und in der Anwesenheit von ATP vorliegen. In ihrer
autoinhibitorischen Form (gefaltet, 10S) nehmen sie eine kompakte Konformation ein, die
durch eine asymmetrische Interaktion der globuldaren ATPase-Doméanen gekennzeichnet ist
und damit die Funktionen dieser Doméanen inhibiert. Zuséatzlich kann die Stabdoméane durch
die Faltung in drei Segmente mit den Kopfdomé&nen interagieren, was zur Stabilisierung der
kompakten Konformation und zur weiteren Inhibition flhrt (Kendrick-Jones et al., 1987, Liu et
al., 2003, Trybus et al., 1982, Wendt et al., 2001). Durch die Phosphorylierung der RLC wird
diese Autoinhibition beendet, was zur Einnahme einer entfalteten 6S Konformation fuhrt und
die Dimerisierung bzw. Nukleation der NMII-Moleklle erméglicht (vgl. Abbildung 13a) (Craig
et al., 1983, Trybus and Lowey, 1984). Nach erfolgter Nukleation kdnnen weitere Homodimere
Uber alternierende elektrostatische Ladungen an das anfangliche Dimer hinzugefligt werden
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(vgl. Abbildung 13b) (Rosenberg et al., 2008). Von Interesse hierbei ist, dass auch NMII
Homodimere in ihrer autoinhibierten Form in der Lage sind antiparallele Dimere in vitro zu
bilden und dass eine Addition zu entfalteten, bereits dimerisierten, NMIl Molekilen die
Entfaltung von autoinhibierten Formen férdert (Billington et al., 2013, Liu et al., 2017). Ein
weiterer, kritischer Faktor flr die Polymerisierung bzw. Filamentformation. Ist wie in
verschiedenen Deletionsexperimenten und Studien in denen die Endstlicke ausgetauscht
wurden gezeigt werden konnte, das ca. 34-47 Aminosauren lange, nichthelikale Endstick (tail
piece) der NMHC. So konnte zum Beispiel gezeigt werden das die Deletion der Endstlicke die
Filamentformation von NMII-A und -B férdert und fir NMII-C inhibiert (Breckenridge et al.,
2009, Hosono et al., 2012, Ronen and Ravid, 2009). Neben dieser Funktion sind die Endstlicke
auch an der subzellularen Lokalisation der verschiedenen NMII-Isoformen beteiligt (Sandquist
and Means, 2008, Vicente-Manzanares et al., 2008). Von Interesse ist, dass die gebildeten
NMII-Polymere nicht zwingend aus denselben Isoformen bestehen missen. Shutove et al. und
Beach et al. konnten Uber platinum replica elektron microscopy (PREM) und structured-
illumination microscopy (SIM) die Bildung heterotyper Filamente in Stressfaser, individuellen
Filamenten im Cytoplasma und im kontraktilen Ring sich teilender Zellen zeigen (Beach et al.,
2014, Shutova et al., 2014).

Die schweren Ketten der nicht muskularen Enzyme (NMHC) bestimmen auch die
entsprechende Isoform des Molekiils. In Saugern kodieren drei Gene, MYH9, MYH10 und
MYH10 fir die drei entsprechenden Isoformen NMII-A, NMIIB und NMII-C. Die Deletion einer
entsprechenden NMHC fiihrt zum Verlust der jeweiligen Isoform und das kurze nicht helikale
Endstiick der NMHC reicht zur Generierung isoformspezifischer Antikérper aus (Golomb et al.,
2004). Die Diversitdt der NMII wird weiter durch das Vorhandensein verschiedener
SpleiBvarianten von NMII-B und NMII-C erhéht, die durch das Einfigen von bis zu zwei
verschiedenen Exons zustande kommen (vgl. Abbildung 14) (Golomb et al., 2004, Itoh and
Adelstein, 1995, Jana et al.,, 2009, Kawamoto, 1996, Nakahata and Kawamoto, 2005,
Takahashi et al., 1999). NMII-BO/CO stellen die ungespleiBten Formen dar, wahrend NMII-
B1/C1 eine Insertion von 10 (B1, AS 212) bzw. 8 (C1, AS 227) Aminosauren in der ersten
Schleife in der Nahe der ATP bindenden Region aufweisen (Golomb et al., 2004, Itoh and
Adelstein, 1995). Diese Insertionen fihren im Vergleich zu den nicht insertierten BO und CO
NMIlls in beiden Varianten zur Erhéhung der Aktin aktivierten MgATPase-Aktivitat der
Motordomanen, allerdings nicht zum Verlust der durch die RLC-Phosphorylierung vermittelten
Aktivierung (Heissler and Manstein, 2011, Kim et al., 2005, Pato et al., 1996).
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Die SpleiBvarianten NMII-B2 und NMII-C2 tragen eine Insertion von 21 (B2, AS 622) und 33
(C2) Aminosauren im Menschen bzw. 41 Aminosauren im murinen System (C2, AS 636). Im
Gegensatz zu den beiden vorherigen SpleiBvarianten ist die ATPase-Aktivitat von B2/C2 nicht
Abhéngig vom Phosphorylierungsstatus der RLC und beide zeigen auch im nicht
phosphorylierten Zustand eine Aktin aktivierte MgATPase-Aktivitat (Golomb et al., 2004, Jana
et al., 2009, Kim et al., 2008). Eine entsprechende Kombination beider Exoninsertionen ist
ebenfalls méglich und fiihrt zu den Varianten NMII-B1B2 und NMII-C1C2. Far NMII-A konnten
bisher nur SpleiBvarianten auf mMRNA Ebene beobachtet werden (Li et al., 2008). Auch fir die
essentiellen und regulatorischen, leichten Ketten konnten alternative SpleiBvarianten
gefunden werden. Es ist allerdings keine Isoformspezifitdt fir NMHCs bekannt und
Untersuchungen zeigen, dass ELCs neben Nichtmyosinproteinen auch schwere Ketten
verschiedener Myosine (-2, -5, -6 und 7) binden und RLCs mit schweren Ketten der Myosine
der Klasse 2 und 18 interagieren (Conti et al., 2007, Heissler and Manstein, 2013, Tan et al.,
2008).

Insert Insert
N
NH~ ; - coo
ATP Actin
Binding Binding
Head (globular) Rod (helical) NHT

Wie die Unterschiede in den SpleiBvarianten vermuten lassen existieren auch zwischen den
unterschiedlichen Isoformen trotz hoher Ahnlichkeiten der nicht muskuldren Myosine
(Dulyaninova and Bresnick, 2013) distinkte Unterschiede. Einer dieser Unterschiede betrifft
die kinetischen Eigenschaften der Motordomé&nen vor allem in Bezug auf ATPase-Rate und
Arbeitszyklus (die Zeit in der die Motordoméne der Myosine an Aktin gebunden ist, um

mechanische Kraft auszulben).

NMII-A zeigt die héchste ATPase-Rate und kann damit Aktinfilamente schneller als die beiden
anderen Isoformen bewegen, wahrend NMII-B einen sehr viel langeren Arbeitszyklus als NMII-
A und eine sehr hohe Affinitat fir ADP zeigt, die sich unter entgegengesetztem Zug durch die
Aktinfilamente noch verstarkt (Kim et al., 2005, Kovacs et al., 2007, Kovacs et al., 2003, Wang
et al., 2003). Zusétzlich ergeben sich durch die verschiedenen NMHCs wie bereits erwahnt
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Unterschiede in zellularer/subzellularer und gewebespezifischer Lokalisation sowie in

Funktion der einzelnen Isoformen.

Die Aktivitdt der Mg?*ATPase-Motordoménen als auch die Fahigkeit der Ausbildung
filamentéser Strukturen durch die NMHC vermittelte Polymerisation der verschiedenen NMlls
wird hauptsachlich durch Phosphorylierungen, aber auch durch die Interaktion mit
regulatorischen Proteinen beeinflusst (vgl. Abbildung 15).

Phosphorylierungen der RLC an Serin 19 (S19) und Threonin 18 (T18) durch die Kinasen
ROCK, MLCK, MRCK, ZIPK (auch als DAPK3 bekannt), PAK und Citronkinase aktivieren und
verstarken die Funktion der NMlls (Cremo and Hartshorne, 2007, Heissler and Sellers, 2016,
Matsumura, 2005, Somlyo and Somlyo, 2003, Tan et al., 2008). Die initiale Phosphorylierung
an S19 erméglicht sowohl den Ubergang von der inaktiven in die aktive Form und damit die
Filamentbildung, als auch die Erhéhung der MgATPase-Aktivitat der Motordoméanen, wahrend
die zuséatzliche Phosphorylierung an T18 in Gegenwart von S19 die MgATPase-Aktivitat weiter
erhdht, wobei vmax und Rate der Aktinflamentbewegung in vitro unverandert bleiben
(Breckenridge et al., 2009, Craig et al., 1983, Ikebe et al., 1986, Kiboku et al., 2013, Trybus
and Lowey, 1984, Umemoto et al., 1989). Die beiden Kinasen MLCK und ROCK sind hier von
besonderem Interesse. Die Ca?*/Calmodulin aktivierte MLCK ist die einzige der erwéhnten
Kinasen die spezifisch die RLC phosphoryliert (Heissler and Manstein, 2013, Vicente-
Manzanares et al., 2009). ROCK als Rho aktivierte Kinase aktiviert zum einen NMII Uber die
Phosphorylierung der RLC inhibiert aber auch gleichzeitig die Untereinheit MYPT1 der
Proteinphosphatase 1 (PP1), die Hauptphosphatase der Myosine, und sorgt damit fir eine
Steigerung der Phosphorylierung und der NMII-Aktivitat (Matsumura and Hartshorne, 2008).
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Abbildung 15: Regulation der NMIl-Aktivierung und —Filamentformation. Schematische Darstellung der
Phosphorylierungsstellen aller drei NMII Isoformen in RLC und NMHC zur Regulation der Aktivitdt und der
Filamentformation. Phosphorylierungen der RLC steigern die Aktivitéat der Motordoménen und versetzten NMIl von
der inaktiven in die aktive Form. Nur Phosphorylierungen durch PKC wirken hier inhibitorisch. Phosphorylierungen
der NMHC wirken sich allgemein negativ auf die Filamentformation aus. Ubernommen von Vicente-Manzanares et
al. 2009

Zusatzlich kénne diese beiden Kinasen durch ihre unterschiedliche, subzellulare Lokalisation
in manchen Zellen - MLCK ist eher peripher, und ROCK eher zentral lokalisiert — flr eine ortlich
differenzierte NMII-Aktivierung sorgen (Heissler and Manstein, 2013, Totsukawa et al., 2004,
Totsukawa et al., 2000). Phosphorylierungen der Serine 1 und 2 sowie von Threonin 9 durch
die Proteinkinase C (PKC) wirken inhibierend auf die NMII-Aktivitat, da sie die Affinitat
zwischen MLCK und RLC senkt, wobei Dreifachphosphorylierungen nicht speziell als wichtiger
Regulationsmechanismus gewertet werden (Beach et al., 2011, |kebe and Reardon, 1990,
Komatsu and Ikebe, 2007, Nishikawa et al., 1984).
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Nicht nur die RLC unterliegen einer Regulation durch Phosphorylierungen. Auch die NMHC
wird in Endbereichen der coiled-coil Doméane und im nicht helikalen Endstlick durch Kinasen
wie TRPM6, TRPM7, PKC und CK2 phosphoryliert, wobei Phosphorylierungen der NMHC mit
einer Dissoziation der Filamente bzw. der Inhibition der Filamentformation und damit mit einer
Forderung der monomeren NMII-Form verbunden sind (Clark et al., 2006, Clark et al., 2008a,
Clark et al., 2008b, Dulyaninova et al., 2007, Dulyaninova et al., 2005, Ludowyke et al., 2006,
Murakami et al., 1998, Ronen and Ravid, 2009, Straussman et al., 2001, van Leeuwen et al.,
1999). TRPM6 und -7 Phosphorylierungen von NMII-A beschranken sich auf die coiled-coil
Doméane, wobei spezifische Phosphorylierungen von Threonin 1800, Serin 1803 und 1808 mit
einer verringerten Filamentformation in vitro assoziiert sind (Clark et al., 2008a, Clark et al.,
2008b). In NMII-B und —-C scheinen sich Phosphorylierungen durch TRPM6 und -7 auf
Bereiche in den nicht helikalen Endstlicken zu beschranken ((Clark et al., 2008a). Die
Phosphorylierung von NMII-A an Serin 1916 durch PKC, sowie mehrerer Serine in der coiled-
coil Doméane und im nicht helikalen Endstick von NMII-B und zweier Threonin im nicht
helikalen Endstlick von NMII-C sind mit der Inhibition der Filamentformation in vitro verbunden
(Betapudi et al., 2011, Conti et al., 1991, Murakami et al., 1998, Murakami et al., 2000, Ronen
and Ravid, 2009). CKIl phosphoryliert NMII-A an Serin 1943, NMII-B an 4 Serinen im nicht
helikalen Endstick und NMII-C an einem Threonin am Ende der coiled-coil, sowie an zwei
Serinen im nicht Helikalen Endstlck (Dulyaninova et al., 2007, lvkovic et al., 2012, Murakami
et al.,, 1998, Olsen et al.,, 2006, Ronen and Ravid, 2009). Allerdings sind nicht nur
Phosphorylierungen an der Regulation der NMII-Filamentformation beteiligt. Lethal giant
larvae, myosin binding protein H, 14-3-3, S100A4 und S100P sind Myosin Il bindende,
regulatorische Proteine, deren Interaktion mit einer Favorisierung der monomeren Form
einhergeht (Ford et al., 1997, Hosono et al., 2012, Kriajevska et al., 1994, Shutova et al., 2012,
Vasioukhin, 2006, West-Foyle et al., 2018, Zhou et al., 2010). Von gesondertem Interesse ist
an dieser Stelle S100A4 oder auch Metastasin (mts1). Die Bindung von mts1 an NMHCII-A
depolymerisiert NMII-A Filamente. Diese Bindung kann jedoch durch die Phosphorylierung von
Serin 1943 Uber PKC, die ebenfalls inhibitorisch auf die Filamentformation wirkt, unterbunden
werden (Badyal et al., 2011, Elliott et al., 2012, Kiss et al., 2012, Li et al., 2003, Mitsuhashi et
al., 2011).
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Die Hauptfunktion der NMIl ist die Ausiibung kontraktiler, nicht sarkomerer Kréafte. Der Prozess
der Zellmigration, sowie die Funktion der NMIls in der Regulation der Vorlauferfront
migrierender Zellen und der Zell-Substratadhasion, der Zellkdérpertranslokation und der
Zellpolaritat, gehéren neben ihrer Funktion in Cytokinese, Zell-Zell-Adhéasion, Bestimmung der
Zellmorphologie und vesikularem Transport, sowie Endo- und Exocytose. zu den am besten
untersuchten Vorgangen (Conti and Adelstein, 2008, Heissler and Manstein, 2013, Kruppa et
al., 2016, Shutova and Svitkina, 2018, Vicente-Manzanares et al., 2009). Entsprechend sind
die nicht muskuldren Myosine in Krankheiten wie Krebs, Entwicklungsstérungen usw. von
wichtiger Bedeutung (Newell-Litwa et al., 2015).

Die Interaktion von NMII mit F-Aktin, dem Mikrotubulinetzwerk und fokalen Adhé&sionen
wahrend der Zellmigration ist von zentraler Bedeutung fir die Festlegung der Zellpolarisation
(Vorne und Hinten), die Regulation von Membranauslaufern, Adhasionsformation und -reifung,
der Translokation des Zellkérpers und dem Nachzug des Zellendes (Even-Ram et al., 2007,
Lauffenburger and Horwitz, 1996). Wahrend der gerichteten Migration von Zellen bildet sich
eine auf Aktin basierende Vorlduferfront, unterteilt in Lamellipodium und Lamellum, deren
Vortrieb durch den Uber die Aktinfilamentpolymerisierung ausgetbten Druck auf die
Zellmembran bedingt ist. Die Aktinpolymerisation und damit der Vorsto3 der Vorlauferfront
wird durch den retrograden Fluss von Aktin negativ reguliert, der zum einen durch den
Wiederstand der Plasmamembran im Lamellipodium bedingt ist und zum anderen durch eine
NMII vermittelte Ruckwartsbewegung des Aktinnetzwerks des Lamellums verursacht wird
(Anderson et al., 2008, Betapudi et al., 2006, Cai et al., 2006, Giannone et al., 2007, Heath
and Holifield, 1991, Lo et al., 2004, Nemethova et al., 2008, Ponti et al., 2004, Shutova et al.,
2008, Vicente-Manzanares et al., 2007). Wichtig ist hierbei, dass das Lamellum weniger
dynamisch ist als das Lamellipodium, da es durch das Vorhandensein linearer Aktinbiindel
und reifer Adhdsionen charakterisiert ist und das NMIlls nicht physischer Teil der
Aktinorganisation des Lamellipodiums sind, sondern regulatorisch tber die Aktinbindel im
Lamellum auf das Lamellipodium und den retrograden Aktinfluss wirken (Cai et al., 2006,
Geiger et al., 2009, Humphrey et al., 2002, Ponti et al., 2004, Vicente-Manzanares et al., 2007).
Depletionen von NMII oder die Inhibition von MLCK sind entsprechend mit einer inhibierten
Zellmigration und einer Veranderung der lamellaren Ausbreitung verbunden (Betapudi et al.,
2006, Lo et al., 2004).

Wichtig fur diese Regulation, fur die Fahigkeit der Migration, aber auch fir andere

mechanosensitive Vorgdnge sind integrinbasierte Adhasionen mit dem extrazellularen
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Medium, deren Formation, Reife, Wartung und Abbau Abhangig von der NMII vermittelten
Motoraktivitat sind (Delorme-Walker et al., 2011, Sandquist et al., 2006, Schiffhauer et al.,
2016, Vicente-Manzanares et al., 2009). Die Zellpolaritat wird neben der raumlichen Kontrolle
der Aktivitat verschiedener LCKs und damit der NMII-Aktivitat auch Gber den Anteil von NMII-
A bzw. NMIIB in den Stressfasern reguliert. Der Anteil von NMII-A in Stressfasern verringert
sich dabei mit steigendem Abstand zur Vorlauferfront (Heissler and Manstein, 2013, Kolega,
2003, Vicente-Manzanares et al., 2008). Dynamische Myosinfilamente in der Vorlauferfront
bestehen zur Ganze aus NMII-A wahrend Stressfasern am anterioren Teil der Zelle durch den
Abbau von NMII-A Filamenten und das ausschlieBliche Vorhandensein von NMII-B-
Filamenten gekennzeichnet sind (Heissler and Manstein, 2013, Shutova and Svitkina, 2018,
Vicente-Manzanares et al., 2009). Eine wichtige Funktion bei der die integrinvermittelte
Mechanotransduktion Uber NMMI eine Rolle spielt ist die Reaktion von Zellen auf die
extrazelluléare Steifheit des Substrats und die zellulare Konfluenz (Patwari and Lee, 2008). Die
mechanische Widerstandskraft bzw. Steifheit des Substrats foérdert die Reifung fokaler
Adhésionen und damit die Steifheit der Zelle tber die Entwicklung cytoskelettaler Spannung
mittels NMII vermittelter Kontraktilitat des Aktomysoinnetzwerks. Die aktomyosinvermittelte
Kontraktilitdt kann dabei entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung von Zellen haben. So
konnte gezeigt werden, dass die mechanische Widerstandskraft von Substarten Einfluss auf
die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen (MSC) besitzt. Weichere Substrate sind
hierbei neurogen und mit fortschreitender Harte férdern sie zunachst eine myogene
Differenzierung, wobei rigide Substrate eine osteogene Differenzierung von MSC begtinstigen.
Entsprechende Beobachtungen kénnen auch flr den Einfluss der Konfluenz von Zellen
bestatigt werden. Hier fihrt die Konfluenz von Zellen zur Differenzierung von Adipozyten
wahrend eine sehr niedrige Zelldichten zur Differenzierung von Osteoblasten fihren (Beningo
et al., 2006, Cristancho and Lazar, 2011, McBeath et al., 2004, Patwari and Lee, 2008). Neben
der Interaktion mit integrinvermittelten Adhasionen Gbernehmen NMIIs eine wichtige Funktion
bei der Etablierung von epithelialen Adhéasionen bzw. Zell-Zellverbindungen indem sie die
Lokalisation von Cadherinen, Cateninen, Occludinen, Claudinen und cytosolischen ZO-1
Proteinen kontrollieren (Conti and Adelstein, 2008, Conti et al., 2004, lvanov et al., 2007,
Shewan et al., 2005). NMIls kontrollieren Entstehung und Formation von Zell-Zell-
Verbindungen indem sie nach der Aktinpolymerisation-vermittelten Kontaktinitiation durch
Krafteinwirkung Uber Aktomyosinnetzwerke flr eine Anndherung der Zellmembranen sorgen.
Zusétzlich sorgt eine RHOA-vermittelte Aktivierung von NMII fir eine Kontaktihibition der
Zellbewegung und damit die Einstellung der Entstehung von Zellauslaufern (Carmona-
Fontaine et al., 2008, Yamada and Nelson, 2007). Allerdings besteht die Funktion der NMII
nicht nur in der Stabilisierung der Zell-Zell-Verbindungen. Eine erhéhte NMIl vermittelte
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Kontraktilitat fihrt zur Aufldésung endothelialer Verbindungen und ermdglicht beispielsweise
die Transmission von Leukozyten (Muller, 2011, Newell-Litwa et al., 2015).

Der wahrend dem Ende der Mitose stattfindende Vorgang der Cytokinese ist ebenfalls
abhangig von der Anwesenheit der nicht muskularen Myosine. Alle Isoformen sind in der Lage
die Cytokinese auszufiihren, wobei die im kontraktilen Ring gefundenen Isoformen nicht direkt
von der Isoform an sich abh&ngig sind, sondern von der relativen Haufigkeit in den jeweiligen
Zellen (Bao et al., 2005, Ma and Adelstein, 2014). Wahrend der Cytokinese sind NMII-Molekile
Uber die Generation mechanischer Krafte, indem sie Aktinfilamente kreuzvernetzen, um der
Expansion des kontraktilen Rings entgegenzuwirken, an der Konstriktion der
Zellspaltungsfurche mitbeteiligt (Ma et al., 2012, Mabuchi and Okuno, 1977). Der Genaue
Mechanismus indem die Aktinkreuzvernetzung eine solche Konstriktion als Folge hat sind zum
jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollends geklart (Ma et al., 2012, Shutova and Svitkina, 2018).
Noch wahrend der Interphase relokalisieren, zerlegte, Aktomyosin haltige Stressfasern an den
Entstehungsort der Zellspaltungsfurche wo sie durch die Generation kontraktiler Kréfte die
Einfaltung und Konstriktion der Spaltungsfurche verursachen (Glotzer, 2001, Heissler and
Manstein, 2013, Joo et al.,, 2007). Hierbei bilden die NMII-Molekile &ahnlich wie in
Interphasezellen Polymerstapel aus bipolaren Filamenten mit sarkomerahnlichem Aufbau,
deren Formation dem Network contraction mechanism folgt (Henson et al., 2017, Spira et al.,
2017). Dieses Model impliziert dabei die Organisation einer unausgerichteten Aktinstruktur
durch die Erzeugung mechanischer Spannungen Uber NMlls in eine organisierte und
geordnete Filamentstruktur (Verkhovsky et al., 1999). Die Lokalisation der NMIII- und
Aktinfilamente an den kontraktilen Ring ist dabei unabhangig von der enzymatischen Aktivitat
der Motordoméanen, da eine chemische Inhibition zwar die Cytokinese stért, aber nicht die
Lokalisation an den kontraktilen Ring verhindert (Dean and Spudich, 2006, Miyauchi et al.,
2006, Straight et al., 2003). Allerdings benétig diese dynamische Struktur die Aktivierung der
NMIls durch RLCKs, da diese Regulation zum einen den Ubergang von der inaktiven zur
aktiven NMII-Konformation und damit die Filamentformation ermdglicht und zum anderen die
fir die Retention und den Umsatz von Aktin essentielle enzymatische Aktivitat der
Motordomanen beeinflusst (Conti et al., 2007, Guha et al., 2005, Miyauchi et al., 2006, Murthy
and Wadsworth, 2005, Scholey et al., 1980). Entsprechend konnten Versuche mit
phosphospezifischen Antikérpern eine Anreicherung von RLC-Phosphorylierungen von NMII
im Bereich der Zellspaltungsfurche bzw. des kontraktilen Ringes zeigen (Matsumura et al.,
1998).

Zusatzlich du den bereits genannten Funktionen der NMlis ist ihr Mitwirken in Exo- und
Endocytose sowie vesikuldrem Transport, von zentraler Bedeutung. Exocytotische Funktionen

bei denen NMII-Isoformen von Bedeutung sind zeigen sich beispielhaft bei der 3-adrenergen,
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rezeptorvermittelten Exocytose sekretorische Vesikel in submandibularen Speicheldriisen von
Nagern, wo sie den Zusammenbruch von Granula nach Fusion mit der Plasmamembran
regulieren (Masedunskas et al., 2011). Auch die cytotoxische Wirkung naturlicher Killerzellen
ist abhangig von NMlls. Hier sind sie an der Ausbildung der immunologischen Synapse
zwischen Killerzelle und Zielzelle, sowie der effektiven Exocytose lytischer Granula beteiligt
(Andzelm et al., 2007, Sanborn et al., 2009). Die Aktivierung des Insulinrezeptors flhrt zu einer
erhéhten GLUT4 Exocytose in Adipocyten, in denen NMII die Vermittlung der Fusion zwischen
GLUT4-Vesikeln und der Plasmamembran sowie eine regulatorische Funktion der GLUT4-
Aktivitat Gbernimmt (Fulcher et al., 2008). NMII-Isoformen Regulieren nicht nur die Fusion von
Vesikeln mit der Plasmamembran, sondern auch Offnungs-Verschluss-Dynamiken und GréBe
der Fusionspore, was sich direkt auf die Entladekinetiken der Vesikel auswirkt, wie es flr
verschiedene Zelltypen gezeigt werden konnte (Aoki et al., 2010, Bhat and Thorn, 2009,
Mochida et al., 1994, Neco et al., 2008, Wilson et al., 2001).

Die endocytotische Funktion der NMII besteht vor allem in der Vermittlung kontraktiler Krafte
wahrend des Aufbaus, der Abschnlirung und dem Verschluss der rezeptorvermittelten,
phagocytischen Invagination (Araki, 2006, Olazabal et al., 2002). Dies spielt nicht nur bei
immunologischen Prozessen wie der Komplement oder Makrophagen vermittelten
Phagozytose, der Internalisierung des Chemokinrezeptors CXCR4 durch T-Zellen nach
Agonistaktivierung oder der Interferon-Gamma induzierten Endocytose von tight junctions eine
Rolle, sondern auch bei der Phagozytose auBerer Segmente von Photorezeptoren (Araki,
2006, Caron and Hall, 1998, Olazabal et al., 2002, Rey et al., 2007, Strick et al., 2009, Utech
et al., 2005).

Auch die Abschnlirung von Golgi abgeleiteten Vesikeln und deren anterograder oder
retrograder Transport zwischen verschiedenen Zellkompartimenten ist abhangig von NMII-
Isoformen (DePina et al., 2007, Duran et al., 2003, Miserey-Lenkei et al., 2010, Neco et al.,
2004). Entsprechend konnte gezeigt werden, dass NMII-A mit Membranen des Golginetzwerks
wahrend der Vesikelabschnirung lokalisiert und dass ein spezifischer Teil der Golgi
abgeleiteten Vesikel positiv fir NMII-A ist (Ikonen et al., 1997, Musch et al., 1997, Stow et al.,
1998). Zusatzlich fuhrt eine Inhibition von Rab6 oder NMII zur Beeintrachtigung der Trennung
zwischen Rab6-Substraten und Golgi Membran sowie des anterograden als auch retrograden
Transports vom Golgi (Miserey-Lenkei et al., 2010). Die Interaktion zwischen NMII und dem
Golgi scheint dabei tber die Anbindung von Golgimembranen an das nicht helikale Endstiick
zustande zu kommen, so wie es fiir NMII-A gezeigt werden konnte (Fath, 2005).

Die Interaktion der nicht muskularen Myosine speziell von MNII-A mit dem trans-Golgi-
Netzwerk ist von groBBer Wichtigkeit fir die Formation von Autophagosomen. NMII-A interagiert
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mit dem autophagischen, Transmembranprotein Atg9 und dem Transport Atg9 positiver
Membranen des Trans-Golgi-Netzwerks (TGN) an den Ort des Omegasoms bzw. des
entstehenden Autophagosoms Hierbei ist noch unklar ob es Atg9 positive Vesikel direkt
transportier oder zusammen mit Rab6 die Abschnlirung Atg9 positiver Vesikel am TGN fordert.
Allerdings konnte gezeigt werden, dass der Knockdown der RLCK ZIPK oder von NMII-A die
GréBe und Anzahl der Autophagosomen verringert (Tang et al., 2011).

Aufgrund ihrer diversen Funktionen in physiologischen Prozessen sind die nicht muskularen
Myosine oft an der Entstehung und Progression diverser Pathologien beteiligt, die neuronale
Pathologien, Entwicklungsstérungen, vaskulare Erkrankungen und Krebs mit einbeziehen (Ma
and Adelstein, 2014, Newell-Litwa et al., 2015). Hier soll eine Beispielhafte Auflistung
verschiedener Pathologien folgen in denen NMlls eine Funktion Gbernehmen, wobei diese
Auflistung bei weitem nicht vollsténdig ist, da eine Auffiihrung aller Krankheiten in denen NMlls
am Krankheitsverlauf beteiligt oder involviert sind den Rahmen dieser Arbeit sprengen wirde.

Zu den neuronalen Pathologien, die sich vor allem Uber eine veréanderte post-synaptische
Dichte oder Morphologie duBern, gehdren vor allem Entwicklungsstérungen wie Autismus,
nicht-syndromische, mentale Retardation und Schizophrenie, neurodegenerative
Erkrankungen wie Alzheimer oder Stérungen neuronaler Migration wie Lissencephalie (Nadif
Kasri and Van Aelst, 2008, Penzes et al., 2011, Tsai et al., 2007). Aber auch bei Prozesse die
eine gestorte Extension zellularer Fortséatze zeigen, wie die auf eine Verletzung des ZNS
folgende Regeneration von Axonen werden durch NMIIs beeinflusst (Hur et al., 2011). In Fallen
nicht-syndromaler, mentaler Retardation (MR) zeigen sich Mutationen in Proteinen die in
direktem Zusammenhang mit der Regulation der Aktomyosinaktivitdt stehen, wie
beispielsweise die RLCK PAK (Ramakers, 2002). Die Erkrankung an sich ist mit einer
veranderten Gehirnstruktur, sowie unreifen, dendritischen Dornen (Spines) und einer
verringerten, dendritischen Dorndichte (Spine density) im Jugendalter assoziiert (Fiala et al.,
2002, Ramakers, 2002). Ahnlich wie bei MR zeigen sich Veranderungen in der dendritischen
Dorndichte bei Schizophrenie und Autismus, wobei Falle von Autismus mit einer erhéhten,
dendritischen Dorndichte korrelieren (Hutsler and Zhang, 2010, Penzes et al., 2011).
Entsprechend der Funktion der NMlls in der Ausbildung und Reifung dendritischer Dornen
(Hodges et al., 2011, Ryu et al., 2006, Zhang et al., 2005a) konnten Studien von de novo
Mutationen einen Zusammenhang zwischen NMII-A bzw. NMII-B Mutationen und Autismus
sowie Schizophrenie herstellen (Li et al., 2016). Erhdhte Spiegel in der Phosphorylierung von
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RLCs im cingulaten Cortex von Schizophrenen, die Beobachtung, dass der durch Inaktivierung
von PAK verursachte Riickgang dendritischer Dornen in einem Model hippocampaler Neurone
durch eine Co-Expression phosphomimetischer RLCs verhindert werden konnte, und dass die
durch einen Knockdown des MR assoziierten Proteins Oligophrenin vermittelte Reduktion der
dendritischen Dorndichte in hippocampalen Neuronen von Ratten durch die Inhibition der
NMII-Aktivitat verhindert werden konnte sind deutliche Indizien fir eine Funktion der NMlls in
komplexen, neurologischen Erkrankungen (Govek et al., 2004, Nadif Kasri et al., 2009, Rubio
et al., 2012, Zhang et al., 2005a).Gestitzt werden diese Indizien weiterhin durch Arbeiten von
Krey et al. die den Rickzug von Dendriten beim Timothy-Syndrom mit einer RhoA vermittelten
NMII-Aktivierung koppeln konnten (Krey et al., 2013).

Wie oben bereits beschrieben Ubernehmen NMIlls wichtige Funktionen in Zellmigration,
Cytokinese, Zell-Zelladhasion und Mechanotransduktion. Eine Fehlregulation der NMIls in
diesen Bereichen ist oftmals mit kanzerésen Zellen und Krebs verbunden. So kénnen eine
veranderte Lokalisation und Regulation der NMIls wahrend der Mitose, wie es
Mammakarzinom gezeigt werden konnte, zu Chromosomeninstabilitdt und Aneuploidie flhren
(Daniels et al., 2004, Takaoka et al., 2014). Des Weiteren kbnnen Tumorzellen eine verzdgerte
oder gestorte Cytokinese zeigen, die zu einer Erhéhung der Multinukleation fihren kann und
mit einer verminderten NMII-Aktivitdt assoziiert ist (Wu et al., 2010). Die NMII vermittelte
Zellteilung ist auch bei der Invasion von Tumorzellen von Bedeutung, indem sie die
Zellablésung und das Aufrei3en der epithelialen Basalmembran férdern (Vasiliev et al., 2004).
Die Regulation von Zell-Zell-Adhasionen und der Motilitat von Zellen durch NMlls ist fur die
Migration von Tumorzellen von Bedeutung. So vermittelt die NMIl abhangige Kontraktilitat von
Zellen nicht nur den Ubergang zwischen kollektiver und einzelner Zellmigration durch
Beeinflussung der Umsatzgeschwindigkeit von Zell-Zell-Verbindungen oder vermittelt
entsprechend Traktion fiir die kollektive Migration von Zellaggregaten, sondern erméglicht es
Gliomzellen auch submikrometer Poren im Gehirn zu passieren (Beadle et al., 2008, Cai et al.,
2014, Gagagioli et al., 2007, Ng et al., 2012, Peglion et al., 2014, Reffay et al., 2014, Salhia et
al., 2008). Die Stérung von Zell-Zell-Adhasionen durch die Erhéhung der endotheliealen NMII-
Aktivitat befahigt Tumorzellen zur transzellularen Migration und der Invasion von Geweben
(Khuon et al., 2010, Li and Zhu, 2015, Li et al., 2015b). Zusatzlich férdern NMllIs die Migration
von Tumorzellen und beeinflussen deren Eigenschaften, indem sie es ihnen durch
mechanotransduktive Vorgange ermdglichen auf biochemische und physikalische Signale zu
reagieren (Friedland et al., 2009, Meshel et al., 2005, Zhong et al., 1998). So korreliert die
steigende Rigiditat des Tumormikromillieus mit einer erhdhten NMIl-vermittelten Kontraktilitat
und einer Beeinflussung von Signalwegen die wiederum die Migration aber auch Proliferation

positiv beeinflussen kénnen (Calvo et al., 2013, Humphrey et al., 2014, Liu et al., 2009b, Ulrich
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et al., 2009, Yamaguchi et al., 2014). Und auch biochemische Signale wie Wachstums-
faktoren, EGF, HGF, TGFB aber auch Cytokine kénnen die NMII-Aktivitdt in Tumorzellen
beeinflussen (Dulyaninova et al., 2007, Harrison et al., 2013, Huppert et al., 2010, Kharait et
al., 2006, Nakashima et al., 2011, Shinto et al., 2010, Straussman et al., 2001, Weidert et al.,
2014).

Eine weitere Pathologie bei der NMII eine wichtige Rolle besitzen ist die Arteriosklerose. NMlls
regulieren in den epithelialen Zellen der BlutgefaBBe die Zell-Zell-Adhasionen und damit die
vaskuldre Permeabilitdt in Reaktion auf die durch Blutstromfluktuationen verursachten
Scherkrafte (Conway et al., 2013, Tornavaca et al., 2015) und ermdglichen als Antwort auf
immunologische Vorgange die Invasion von Leukozyten (Cane et al., 2012, Si et al., 2010). Im
Falle der Arteriosklerose fuhren vermutlich, durch die fir Arteriosklerose charakteristischen
Plaques erzeugten, Perturbationen des Blutflusses zu verédnderten Scherkraften, die wiederum
uber die NMII vermittelte Mechanotransduktion Einfluss auf die Genexpression ausuben.
(Hahn and Schwartz, 2009). Folgend sind arteriosklerotische Plagues von erhdhten
NMII-Spiegeln und erhéhter NMII-Aktivitat sowie erhéhter Aktivitat in den NMII-aktivierenden
Signalwegen gekennzeichnet und die pharmakologische Inhibition von RLCK in murinen
Modellen der Arteriosklerose reduziert die Entwicklung und den Fortschritt der
arteriosklerotischen Plaques (de la Cuesta et al., 2011, Essler et al., 1999, Nikol et al., 1997,
Wu et al., 2009, Zimman et al., 2010). Eine weitere Folge der dauerhaften NMII-Aktivierung in
Plaques ist die Entstehung lokaler Entziindungen innerhalb der Tunica Intima bedingt durch
die erhdhte Permeabilitat des Endothels (Haidari et al., 2011).

Nicht muskulare Myosine fungieren nicht nur als wichtiger Faktor in komplexen Pathologien.
40 verschiedene Mutationen innerhalb der Motor- und Enddoméane von NMHCII-A werden mit
einer Reihe von autosomal-dominanten Pathologien assoziiert, die unter dem Term der MYH9-
related diseases zusammengefasst werden und deren Symptome kongenitale Makro-
thrombozytophenie, progressive Nephritis, Taubheit und prasenilen Katarakt umfassen (Burt
et al., 2008, Pecci et al., 2008). Hierbei schienen vor allem Mutationen in der Motordomane
ursachlich zu sein, da Mutationen innerhalb der Schwanzregion keine klinisch relevanten
Defekte zeigen (Pecci et al., 2010, Pecci et al., 2008). Fir NMII-B sind derzeit keine Pathologie
assoziierten Mutationen der MYH9 kodierten NMHC bekannt.
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Das nicht muskulare Myosin II-C (NMII-C) ist das am wenigsten gut untersuchte NMII von allen
drei bekannten Isoformen. Wie die anderen Isoformen auch bilden zwei NMHCs, die in diesem
Fall durch das auf Chromosom 19q13.3 lokalisierte Gen MYH14 kodiert werden, zwei RLCs
und zwei ELCs ein funktionales Homodimer, das Uber Interaktionen der NMHCs dazu in der
Lage ist Myosinfilamente zu bilden und Uber seine Motordoméanen dazu befahigt ist,
Aktinfilamente zu binden (Golomb et al., 2004, Ronen and Ravid, 2009, Rosenberg et al.,
2013). Doch obwohl alle drei Isoformen hohe Sequenzidentitdten von 60-80 % aufweisen
scheinen die Ahnlichkeiten zwischen NMII-A (MYH9), NMMII-B (MYH10) und MYH11, dem
Myosin der glatten Muskulatur héher zu sein, als zwischen NMII-C (MYH14) und jedem
einzelnen dieser Myosine (Golomb et al., 2004). Entsprechend zeigen sich nicht nur
Gemeinsamkeiten in Funktion und Aufbau, sondern auch Distinkte Unterschiede. Ahnlich wie
fir NMII-B konnten fir NMII-C vier verschiedene SpleiBvarianten entdeckt werden, die
ebenfalls durch eine Exoninsertion in Schleife 1 (8 Aminosauren) und/oder Schleife 2 (33
Aminosdure) der schweren Ketten (vgl. 1.4.1) erzeugt werden und die entsprechend
Unterschiedliche Enzymaktivitat zeigen (Golomb et al., 2004, Jana et al., 2009). Die Insertion
C1 von 8 Aminosauren erhdht die MgATPase Aktivitat und die in vitro Motilitat, verringert aber
gleichzeitig die Aktinaffinitat im Vergleich zur nicht inserierten Form. Die Aktivitat bleibt dabei
abhangig von der phosphorylierungsgesteuerten Aktivitdt der RLC. EinspleiBung von 33
Aminosauren in Schleife zwei (NMII-C2) erhéht nicht nur die MgATPase-Aktivitat und
verringert die Aktinaffinitat der Motordoméanen, sondern fiihrt auch zu einer RLC unabhangigen
ATPase-Aktivitat. Die in vitro Motilitat steigt hingegen nur schwach. Durch Insertion beider
SpleiBvarianten (NMII-C1C2) erhéht sich die enzymatische Aktivitat im Verglich mit allen
SpleiBvarianten und im Vergleich zu den beiden SpleiBvarianten C1 und C2 erhéht sich
zusatzlich die Aktinaffinitat. Die RLC-phoshporylierungsunabhéngige Enzymaktivitat bleibt wie
bei C2 bestehen, wobei die Phosphorylierung der RLC zu einer Erhéhung der Aktinaffinitat
beitragt (Heissler and Manstein, 2011, Jana et al., 2009). Allerdings zeigen sich in der
Enzymaktivitat auch Unterschiede zwischen den drei Isoformen, wobei NMII-C die geringste
Enzymaktivitat und in vitro Motilitat zeigt (Golomb et al., 2004, Heissler and Manstein, 2013,
Jana et al., 2009, Pato et al., 1996, Wang et al., 2000). Auch die Molekilanzahl pro
Myosinfilament und damit Prozessivitat von Aktinfilamenten, die abhangig von der Anzahl der
Motordomanen und vom Arbeitszyklus ist, unterscheidet sich zwischen den Isoformen (Nagy
et al., 2013). NMII-A- und NMII-B-Filamente bestehen aus 29 bzw. 30 Molekilen und besitzen
entsprechend 58 bzw. 60 Motor, wahrend NMII-C mit 14 Molekllen d.h. 28 Motordoménen
sehr viel kleinere Filamente bildet. Daraus folgend sind 72 % der NMII-A- und 89 % der NMII-
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B-Filamente, aber nur 47 % der NMII-C-Filamente Aktin gebunden, und fiihrt damit zu einer 5-
6 bzw. 8-9-fach schwécheren Tendenz von NMII-C Aktin kreuz zu vernetzen (Billington et al.,
2013). In der fur die Filamentformation wichtigen Regulation der schweren Ketten bzw. deren
Eigenschaften zeigen sich klare Unterschiede in der Funktion des nicht helikalen Endstlicks.
Wie fur die Isoformen NMII-A und NMII-B inhibieren Phosphorylierungen — im Falle von NMII-
C von Thr'®7 und Thr'%° — die Formation von Myosinfilamenten und erhéhen die Léslichkeit
des Proteins (vgl. 1.4.1) (Rosenberg et al., 2013). Von Interesse ist allerdings, dass eine
Deletion des nicht helikalen Endstlickes bei NMII-A und NMII-B Grund fiir die Bildung stéarkerer
Filamente ist, wahrend die Filamentbildung durch die Ablation des Endstiicks bei NMII-C zur
Schwachung der Filamente flhrt. Zusatzlich konnte neben anderen Beobachtungen gezeigt
werden, dass die nicht helikalen Endstlicke die Morphologie der Filamente bestimmen. Auch
die zellulare Lokation von NMII-A und NMII-B scheint das nicht helikale Endstick zu
beeinflussen wahrend dies fir NMII-C nicht der Fall zu sein scheint (Ronen and Ravid, 2009).

In der zelluldren Lokalisation gibt es ebenfalls Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen
den Isoformen, aber auch zwischen den verschiedenen NMII-C SpleiBvarianten. NMII-CO und
NMII-C1 sind ubiquitar Exprimiert und kénnen im Gehirn, dem Herzen, in skelettaler
Muskulatur, Lunge, Leber, Colon und Niere gefunden werden. Die hdchsten Expressionen
zeigen sich dabei in Pons, Corpus callosum, linkem Herzventrikel, skelettaler Muskulatur und
Colon. In embryonalem Gewebe von Mausen hingegen ist MYH14 bis zum Tag E11.5 nicht
exprimiert (Golomb et al., 2004). NMII-C2 ist &hnlich wie die beiden SpleiBvarianten NMII-B1
und NMII-B2 nur in neuronalem Gewebe zu finden (Jana et al., 2009, Ma et al., 2006, Tullio et
al., 1997, Tullio et al.,, 2001). Von Interesse ist, dass eine starke NMII-C1 Expression in
verschiedenen epithelialen Tumorzelllinien gefunden wurde und dass zwei Arbeitsgruppen die
Beteiligung von NMII-C bzw. NMII-C1 an der Cytokinese in A549 Lungenkarzinomzellen
nachweisen konnten (Jana et al., 2006, Takaoka et al., 2014). Jana et al. sind in der Lage
deutlich die Abhéngigkeit spaterer Stadien der Cytokinese von NMII-C1 in A549 Zellen zu
zeigen, da der Knockdown von NMII-C1 zu einer Verlangerung der Cytokinese von 2 auf 8-10
Stunden erhéht und sich entsprechend die Zellzahl nach 120 Stunden um das 5.5-fache
verringert. Die Cytokinese wird allerdings nicht géanzlich gestoppt. Eine Uberexpression von
NMII-A oder NMII-B verhindert die Elongation der Cytokinese nicht und auch die Transfektion
von NMII-CO ist nicht in der Lage diesen Phanotyp vollstédndig zu beseitigen (Jana et al., 2006).
In ihrer Arbeit von 2014 kénnen Takaoka et al. die Beteiligung von NMII-C an der Cytokinese
und die Lokalisation im Flemmingkdrper noch einmal bestatigen, wobei sie nicht auf die
spezifische SpleiBvariante eingehen. Des Weiteren beweisen ihre Versuche, die Regulation
von NMII-C und der NMII-C-Rings im Flemmingkdrper durch die Aktivitat von BRCA2. BRCA2
wird durch PLK1 phosphoryliert, worauf es mit NMII-C im Flemmingkdrper Co-lokalisiert und
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es die enzymatische Funktion von NMII-C aktiviert. Ein Knockdown von BRCA2 oder NMII-C
fihrt entsprechend zu einem gestérten NMII-C Ring und einer gestérten Flemming-
kérperentstehung gefolgt von einem Fehlschlag in der Zellabschnirung (Takaoka et al., 2014).
Die C2 Insertion tragenden SpleiBvarianten von NMII-C werden ausschlieBlich in neuronalen
Zellen gefunden und Ubernehmen wichtige Funktionen in der Neuritogenese und der
Aufrechterhaltung von fokalen Adhé&sionen. Wylie und Chantler berichten in ihren Studien in
N2A-Zellen nach NMII-C Knockdown von einer Suppression des Neuritenwachstums, einer
erhdhten Vakuolisierung und einem vergréBerten Durchmesser des Zellkérpers, einhergehend
mit einer 40 %igen Ablésung der Zellen nach 96 Stunden. Zuséatzlich fihrte ein Knockdown
zur Reduktion der durchschnittlichen Anzahl der Neuriten pro Zelle (Wylie and Chantler, 2008).
Die Beobachtungen von Wylie und Chantler kénnen durch die Experimente von Saha et al.
weiter prazisiert werden. In ihrer Arbeit aus 2012 zeigen sie, dass NMII-C1C2 maf3geblich an
der Neuritogenese und Adhasionswartung beteiligt ist. Der Knockdown von NMII-C1C2 flhrt,
wie bei Wylie und Chantler, zum reduzierten Wachstum von Neuriten und reduziert die Anzahl
der Filopodien differenzierter N2A-Zellen. Zusatzlich zeigen sie die Co-Lokalisation von NMII-
C1C2 mit B1-Integrin, was flr ihre Funktion in der Adhdsionswartung spricht. Von zusatzlichem
Interesse an dieser Stelle sind Beobachtungen von Saha et al. die einen Wechsel von NMII-
C1 zu NMII-C1C2 wahrend der N2A-Differnzierung beschreiben, was sie zu der Hypothese
fuhrt, dass NMII-C1, ahnlich wie es andere Arbeitsgruppen gezeigt haben (Jana et al., 2006,
Takaoka et al., 2014), fir cytokinetische Vorgange verantwortlich ist und NMII-C1C2 vor allem
Aufgaben wahrend der Neuritokinese Ubernimmt (Saha et al., 2013).

NMII-C scheint nicht nur in der Cytokinese von Tumorzellen von Bedeutung zu sein, sondern
beeinflusst auch deren Reaktionsvermdégen auf mechanische Signale und die Invasivitat.
Surcel et al. zeigen die Abhangigkeit der metastatischen Aktivitat und der Mechanorezeption
von NMII-C durch die Applikation von 4-hydroxyacetophenon (4-HAP) in Gewebsspheroiden
von PDAC-Zellen. 4-HAP férdert die Filamentbildung von NMII-C, damit die Erhéhung der
kortikalen Spannung bzw. der zellularen Rigiditat und entsprechend einer Verminderung der
Invasivitat. Zusétzlich flhrt die Applikation von 4-HAP zum Verlust der Reaktionsfahigkeit von
NMII-C auf mechanische Signale (Surcel et al., 2015, Surcel et al., 2019).

Eine weitere wichtige Funktion Gibernimmt NMII-C in der Karyokinese der Myocyten. Ahnlich
wie NMII-B ist NMII-C in den interkalierenden Scheiben oder auch Glanzstreifen der
myokardiellen Muskulatur lokalisiert und ist in der Lage den murinen, NMII-B Knockout
vermittelten Phanotyp von binukleierten Kardiomyocyten mit defekter Cytokinese flir 74 % der
Zellen zu verhindern bzw. abzuschwéachen. Der Knockdown von NMII-C alleine ist in M&usen
zunachst symptomlos und zeigt auch in der Karyokinese keine Anzeichen von Aberrationen.
Der kombinierte Knockout von NMII-C und NMII-B verursacht allerdings die Multinukleation im
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GroBteil der Myocyten des kompakten Myokards was sich in einer gesteigerten Hypertrophie
der kardialen Myocyten auBert. Der defekten Cytokinese entsprechend zeigen betroffene
Myocyten Defekte in der Chromatidentrennung, der Bildung der mitotischen Spindel, erhdhte
Stabilitat der Mikrotubuli und eine abnormale Entstehung multipler Zentrosome. Zusétzlich
entwickeln sich interstitielle Fibrosen die durch eine diffuse Lokalisation von N-Catherin und
B-Catenin innerhalb Glanzstreifen charakterisiert sind (Ma and Adelstein, 2012, Ma et al.,
2010).

Eine Fehlregulation der Menge der verschiedenen SpleiBvarianten von NMII-C ist mit
myotonischer Dystrophie vom Typ 1 (DM1) assoziiert. Rinaldi et al. beschreiben ein
Ungleichgewicht in der Expression der beiden SpleiBvarianten NMII-CO und NMII-C1, mit
vermehrter Expression von NMII-CO und gleichzeitiger Reduktion der Transkript- und
Proteinspiegel beider Varianten im Muskelgewebe von DM1 Patienten, wobei die subzellulare
Lokation erhalten bleibt (Rinaldi et al., 2012).

Ausgehend von den Ergebnissen von Donaudy et al. ist NMII-C stark in der Cochlea von
Mausen exprimiert, wobei es vornehmlich in Zellen der Scala media, mit Ausnahme von
Reissner's Membran, lokalisiert ist und eine signifikante Expression im Organ von Corti und
der Stria vascularis zeigt (Donaudy et al., 2004). Im Gegensatz zu Mausen, bei denen der
Knockdown von MYH14 zun&chst unauffallig ist spater aber zu einer erhéhten Anfélligkeit fur
larminduzierten Gehdrverlust fahrt (Fu et al., 2016), verursachen Mutationen von MYH14 im
Menschen eine Reihe von komplexen Phanotypen die vor allem mit Taubheit assoziiert sind,
aber auch Heiserkeit, peripherer Neuropathie und distaler Myopathie einhergehen kénnen.
Derzeit sind sechs pathophysiologische Mutationen von MYH14 bekannt, wobei es sich um
eine nonsense und funf missense Mutationen handelt (Almutawa et al., 2019, Donaudy et al.,
2004, Yang et al., 2005). Die von Donaudy et al. und Yang et al. gefundenen Mutationen sind
dabei alle mit dem autosomal-dominanten Gehérverlust von Patienten verbunden, wahrend
Choi et al. in einer koreanischen Familie die Missensemutation Arg941Leu mit einem
komplexen, autosomal-dominanten Phanotyp verknlpfen konnte, der sich Uber Heiserkeit,
peripherer Neuropathie, distaler Myopathie und Taubheit definiert (Choi et al., 2011, Donaudy
et al., 2004, Yang et al.,, 2005). Periphere Neuropathien werden oft durch Defekte
mitochondireller Fusion oder Spaltung verursacht (Pareyson et al., 2015) und gemani den
Beobachtungen von Choi et al., die eine Mutation von MYH14 mit Symptomen einer peripheren
Neuropathie koppeln konnten, waren Almutawa et al. in der Lage zu beweisen, dass die von
Choi et al. entdeckte Mutation mit einer gestérten mitochondrialen Fraktionierung
zusammenhangt. lhren Experimenten folgend lassen sich UbermaBigt fusionierte,
mitochondriale Netzwerke in den Fibroblasten von Patienten beobachten, die eine Mutation in
MYH14 aufweisen, was gestltzt durch die erhéhte Fragmentationsrate von Mitochondrien
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unter NMII-C-Uberexpression, auf eine verringerte Spaltungsrate hindeutet. Zusatzlich
konnten sie die Lokalisation von NMII-C an Fragmentierungsstellen bestatigen und sie
vermuten, dass es durch die gestdrte Fragmentation der Mitochondrien zu einer Reduzierung
der Mitophagie kommt, die auf fragmentierte Mitochondrien angewiesen ist (Almutawa et al.,
2019, Twig and Shirihai, 2011).

Die Ergebnisse von Almutawa et al. implizieren eine indirekte Funktion von NMII-C in
autophagischen Prozessen. Interessanterweise konnte, in von unserer Arbeitsgruppe
durchgeflhrten, massenspektrometrischen Interaktomanalysen (Daten noch nicht
ver6ffentlicht), NMII-C als potentieller Interaktionspartner von BAG3 gefunden werden; ein
Protein, das sowohl an autophagischen Prozessen, als auch in der Wartung muskularer
Strukturen und in der Entstehung von Myopathien beteiligt ist (vgl. 1.3).
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2. Zielsetzung

Aufgabe dieser Arbeit ist es, verschiedene Aspekte der Proteostase zu untersuchen. Hierzu
lasst sich die Arbeit in drei Teile untergliedern.

Im ersten Teil soll untersucht werden, inwiefern es neuronalen Zellen méglich ist auf einen
Entzug von Nahrstoffen zu reagieren. Hierzu sollen Hela-Zellen als Kontrolle und
SH-SY5Y-Neuroblastomzellen, als neuronales Modell einem  Glukose-  oder
Aminosaureentzug ausgesetzt und der autophagische Flux evaluiert werden. Dies ist deshalb
von Interesse, da neuronale Zellen, wie z.B. Neurone, im ausdifferenzierten Zustand im
Vergleich zu teilungsaktiven Zellen nicht mehr in der Lage sind, Gber eine mitotische Teilung
die Proteinaggregatlast zu vermindern und somit auf ATP abhéngige Mechanismen, wie
Chaperon vermittelte Disaggregation und Degradation, zur Aggregatreduktion angewiesen
sind. Entsprechend kann ein Entzug von Nahrstoffen zum ATP-Mangel und einer gestérten
Proteostase flhren, weshalb es fir die Proteostase von Neuronen von Wichtigkeit ist eine
sténdige ATP-Versorgung zu gewahrleisten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll untersucht werden, ob eine kleinere Isoform von BAG3 an
der vesikularen Transmitterausschittung an Neuronen beteiligt ist. /orio et al. konnten zeigen,
dass BAGS3, ein Schllsselprotein der BAG3-vermittelten, selektiven Makroautophagie und der
chaperonvermittelten selektiven Autophagie in Drosophila, an der Glukose stimulierten
Insulinsekretion in B-Zellen des Pankreas beteiligt ist, indem es mit den beiden SNARE-
Proteinen SNAP25 und Syntaxin-1 interagiert (lorio et al., 2015). Zusatzlich konnten Bruno et.
al eine kleinere, synaptosomenassoziierte BAG3-Isoform finden, die allerdings nicht weiter
charakterisiert wurde, und die Anwesenheit von BAG3-mRNA in synaptosomalen Polysomen
bestatigen (Bruno et al., 2014, Bruno et al., 2008). Entsprechend dieser beiden
Beobachtungen soll, zum einen die kleinere BAG3 Isoform weiter evaluiert und zum anderen
die Interaktion von BAG3 mit SNAP25 und Syntaxin-1 in synaptosomalen Préparationen aus
Cortex und Hippocampus adulter Ratten untersucht werden.

Der dritte Teil dieser Arbeit beschéftig sich mit der ndheren Untersuchung von BAG3 und
dessen potentiellen Interaktionspartners NMII-C/MYH14, der vorlaufig in massen-
spektrometrischen Interaktomanalysen, die von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurden
(Daten noch nicht verbffentlicht), gefunden werden konnte. FUr diese massen-
spektrometrischen Interaktomanalysen wurden HEK293-T-Zellen proteotoxischem Stress
durch Uberexpression von mutantem SOD-1 oder proteasomalem Stress durch MG132

vermittelte Inhibition des Proteasoms ausgesetzt. AnschlieBend wurden endogene
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Immunoprazipitationen mit BAG3 durchgefiihrt und die Interakioren Uber massen-
spektrometrische Untersuchungen identifiziert. Ziel soll es hier sein, die Interaktion zwischen
BAGS3 und NMII-C/MYH14 zu charakterisieren und eine mégliche Rolle von NMII-C/MYH14 in
autophagischen Prozessen zu untersuchen. Eine mdgliche Funktion von NMII-C in
autophagischen Prozessen ist hierbei tiber die Anteilnahme von NMII-C und anderer NMlls an
verschiedenen endo- und exocytotischen Prozessen, sowie vesikuldrem Transport impliziert
(vgl. 1.4.2). Insbesondere die Funktion von NMII-A in autophagischen Prozessen (Kruppa et
al., 2016, Tang et al., 2011) kdnnte ein Hinweis fir eine entsprechende Rolle von NMII-C sein.
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3. Material

3.1 Bakterien

Tabelle 1:Bakterien. Ubersicht der verwendeten Bakterienstimme und deren Lieferant

Bakterienstamm Lieferant/Hersteller

Escherichia Coli DH5a Invitrogen

3.2 Zelllinien

Tabelle 2: Zelllinien. Ubersicht der verwendeten Zelllinien und deren Lieferanten

Zelllinie Ursprungsorganismus Zelltyp Lieferant/Hersteller
HEK-293-T Homo Sapiens Embryonische ATCC/LGC
Nierenzellen
HEK-293-A Homo Sapiens Embryonische ATCC/LGC
Nierenzellen
. Epitheliale
HelLa Homo Sapiens Zervixkarzinomzellen ATCC/LGC
MCF-7 Homo Sapiens Eplthe_llale ATCC/LGC
Mammakarzinomzellen
: Epitheliale
Hep-G2 Homo Sapiens Leberkarzinomzellen ATCC/LGC
SH-SY5Y Homo Sapiens Epitheliale ATCC/LGC
Neuroblastomzellen

53




3.3 Antikorper

3.3.1 Primarantikorper

Tabelle 3: Priméarantikérper. Ubersicht der verwendeten Primarantikorper fiir Westernblot und

Material

Immunfluoreszenzfarbung mit genutzter Konzentration. WB: Westernblot, ICC: Inmunocytochemie

. . . Verdinnung | Verdiinnung
Antigen | Wirtsspezies WEB ICC Hersteller Bestellnr.
LC3B-lI Kaninchen 1:1000 - Sigma-Aldrich L7543
p62 Meerschwein | 41400 1:100 Progen GP62-C
chen
Tubulin o Maus 1:1000 - Sigma-Aldrich = T9026
DM1A ' 9
NBR-1 Kaninchen 1:1000 - Cell Signalling 9891S
TOM20 Kaninchen 1:1000 - Cell Signalling 42406S
GM130 Maus 1:250 i BD 610823
Transduction
BAGSN- | oninchen | 1:500 i Novusbio  NBP1-86429
terminal
BAG3C- |\ aninchen | 1:500 1100 | Proteintech = 10599-1-AP
terminal
Antibodies
PSD95 Maus 1:1000 i incorporated | /2028
purified
(Neuromabs)
CNPase Maus 1:1000 - Sigma-Aldrich C5922
SNAP25 | Kaninchen | 1:1000 i Antkomer- | ABIN372714
nline
Syntaxin-1 Maus 1:1000 - gy”apt'c 110011
ystems
_ ADI-SPA-
HSP70/72 Maus 1:1000 - Enzo 810-F
_ ADI-SPA-
HSC70/73 Ratte 1:1000 - Enzo 815-D
MYH14 Kaninchen 1:250 1:100 Sigma-Adlrich | HPA067889
Dynein 1:1000 - Sigma-Aldrich D5167
LaminB1 Kaninchen 1:1000 - Cell Signaling 13435
LaminB1 ) ) . .
(119D5-F1) Maus 1:1000 1:100 Cell Signaling 68591
Histon H3 Maus 1:1000 - Cell Signaling 14269
GFP Kaninchen 1:1000 - Clonetech 632592
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GFP Maus 1:1000 - Sigma SAB5300167
Ubiquitin Kaninchen 1:1000 - Dako 20458
Ubiquitin Maus 1:1000 - Cell Signaling 3936

FLAG Maus 1:1000 1:100 Sigma-Aldrich F1804

3.3.2 Sekundarantikorper

Tabelle 4: Sekundarantikérper. Ubersicht der verwendeten Sekundérantikérper fiir Westernblot und

Immunfluoreszenzfarbung mit genutzter Konzentration. WB: Westernblot, ICC: Immunocytochemie

Fluorophor/Antigen

Wirts-
spezies

Verdiinnung
wB

Verdiinnung
ICC

Hersteller

Bestelinr..

Cy5-Anti-rabbit

Esel

1:200

Jackson
Immuno
Research
Laboratories
Inc.

711-175-
152

Cy3-Anti-rabbit

Esel

1:200

Jackson
Immuno
Research
Laboratories
Inc.

711-165-
152

Cy3-Anti-mouse

Esel

1:200

Jackson
Immuno
Research
Laboratories
Inc.

715-165-
151

Cy2-Anti-mouse

Esel

1:200

Jackson
Immuno
Research
Laboratories
Inc.

715-225-
151

Cy2-Anti-guineapig

Esel

1:200

Jackson
Immuno
Research
Laboratories
Inc.

706-225-
148

Alexa Fluor 647-anti-
rabbit

Esel

1:200

Jackson
Immuno
Research
Laboratories
Inc.

711-605-
152

Horse radish
peroxidase (HRP)-
Anti-mouse

Esel

1:5000

Jackson
Immuno
Research

715-035-
151

55




Material

Laboratories
Inc.

HRP-Anti-rabbit

Esel

1:5000
1:3000

Jackson
Immuno
Research
Laboratories
Inc.

711-035-
152

HRP-Anti-guinea pig

Esel

1:5000

Jackson
Immuno
Research
Laboratories
Inc.

706-035-
148

HRP-Anti-rat

Ziege

1:5000

Jackson
Immuno
Research
Laboratories
Inc.

112-035-
003

. Prokaryotische Eukaryotische
Vektor::Insert Resistenz Resistenz Bezugsquelle
pEGFP-N1 Neomycin Kanamycin Clontech
pEGFP-N1:: hSOD1- . . Siehe Witan et al.
G85R Neomycin Kanamycin 2009
PEGFP-N1:: hSOD1 Neomycin Kanamycin Siehe gg’ég” etal
PEGFP- . .
N3::mNMHCII-CO Neomycin Kanamycin Addgene
pEGFP- . .
N3::mNMHCII-C1 Neomycin Kanamycin Addgene
PEGFP- . .
N3::mNMHCII-C2 Neomycin Kanamycin Addgene
N3"mlglllf/l?—|FC|Tl_-C1 o Neomycin Kanamycin Addgene
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3.4.2 Primer

Tabelle 6: Primer. Ubersicht der verwendeten Primer und deren Sequenzen

Name Primer Sequenz

BAG3 PCR forward Vorwérts-Primer 5-GGTTCACTGCCCATCACC-3

BAG3 PCR 5’'UTR rev Rlckwaérts-Primer 5'-AAGAGAAGCCCCCTTGGTTA-3'

3.4.3 siRNA

Tabelle 7: siRNA. Ubersicht der verwendeten siRNAs und deren Sequenzen

Ziel siRNA Sequenz

- Nonsense #1 5-AUUCUCCGAACGUGUCACG-3'

- Nonsense #2 5-GGGAAAUGCGUUAGCAGUGAU-3'

Humanes BAG3 hBAG3 #1 5-AAUGUGCCAGGAGCCAUAG-3'
Humanes BAG3 hBAG3 #2 5-GAGUGUGGCUACAGAAGAG-3*
Humanes NMII-C hMYH14 #1 5-GGUCAAGAGCCUCAAUAAG-3
Humanes NMII-C hMYH14 #2 5-CCAUCCGUCUUAGCAAGGA-3

3.5 Protein- und DNA-GroBenstandards

Tabelle 8: Marker. Ubersicht der verwendeten Protein- und DNA-Marker und deren Hersteller

Marker Hersteller
DNA MassRuler DNA Ladder Mix Thermo Scientific
Quick-Load Purple 2-Log .
DNA DNA-Ladder New England Biolabs
PageRuler Prestained
Proteine Protein Ladder 10 to 180 Thermo Fischer Scientific
kDa

57



Material

Chemikalie Hersteller Bestelinr.
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich A3678
Chloroform Carl Roth Y015.1
Dimethylsulfoxid DMSO Carl Roth A994 1
Ethanol 96% Carl Roth 9065.2
Isopropanol Carl Roth 6752.2
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth 6771.1
Salzsaure (HCI) rauchend 37% Carl Roth 4625.1
Sodiumdodecylsulfat (SDS) BioRad 1610302
Tetrame;[?_yl/zlﬁ/’lrgyg?ndiamin BioRad 1610801
TRIS Carl Roth 4855.2
TRIS-HCI Carl Roth 9090.3
Bafilomycin A1 (BafA1) Toronto research chemical B110000
Saccharose Carl Roth 4661.2
Ethylendiarplizrg(_art;‘?essigséure AppliChem A2937
Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N‘,N’,- Carl Roth 3054
tetraessigsaure (EGTA)
Phosphataseinhibitor Roche 4906837001
Phosphostop
Comp'eltneﬁigig’*c'gfﬁaﬁl““ease Roche 11873580001
Bromphenolblau BioRad 161-0404
Glycerol VWR 1.04092.1000
2-Mercaptoethanol Carl Roth 4227.3
Glycin Carl Roth 3908.3
Methanol VWR 20903.368
Natriumazid Sigma-Aldrich S8032
Magermilchpulver AppliChem A0830
Natriumchlorid (NaC)l Carl Roth 3957.5
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Kaliumchlorid (KCI) Carl Roth 6781.3
Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO,) Carl Roth 4984.1
Kaliumdihydrogenphosphat
(KHsPO,) Carl Roth 3904.1
Tween20 Carl Roth 9127
Luminol Sigma-Aldrich 123072
p-Hydroxycoumarinsaure Sigma-Aldrich C9008
30%iges H20- Sigma-Aldrich H1009
MG132 Calbiochem 47490
Magnesiumchlorid Hexahydrat
(MgClo x 6 H:0) Carl Roth HNO03.1
Kalziumchlorid Dihydrat (CaClz Carl Roth HNO4.1
X2 H20)
Natriumhydrogencarbonat ,
(NaHCOs) AppliChem Panreac A0384,1000
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure Sigma-Aldrich H3375
(HEPES)
D(+)-Glukose Monohydrat Carl Roth 6780.2
Bisbenzimid H33258 Calbiochem 382061
BSA Sigma-Aldrich A7906
Elvanol (Polyvinyl-Alkohol) Sigma-Aldrich P-8136
p-Phenylendiamin Sigma-Aldrich 624-18-0
Triton X-100 Sigma-Aldrich T-9284
Biozym LE-Agarose Biozym 0000520839
Poly-L-Ornithin hydrobromide , Al
(PLO) Sigma-Aldrich P3655
Bacto Trypton BD Biosience 211705
Hefeextrakt Sigma-Aldrich Y1625
Bacto Agar BD Biosience 214030

59



Bafilomycin Al-Lagerlésung

Bafilomycin A1

MG132-Lagerlésung
MG132

4x Sammelgelpuffer
TRIS-HCI

SDS

H-0

pH

4x Trenngelpuffer
TRIS

SDS

H-0

pH

10%ige APS-Lésung
APS
H20

20%ige SDS-Lésung
SDS
H20

10x Phosphataseinhibitor-Lésung

Phosphataseinhibitor Phosphostop
H20

Material

5 mM in DMSO
10 mM in DMSO
0,6 M

0,4% (m/V)
auf 1 | aufgefillt
auf 8,8 mit HCl und NaOH eingestellt

1,5M

0,4 % (Mm/V)

auf 1 | aufgefillt

auf 8,8 mit HCl und NaOH eingestellt

19
auf 10 ml aufgefllt

10¢
50 ml

1 Tablette

1ml




25x Proteinaseinhibitorcocktail

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail

H-O

3x Zelllysepuffer
Saccharose

TRIS-HCI
EDTA
EGTA

pH

1x Zelllysepuffer
3x Zelllysepuffer

10x Phosphataseinhibitorlésung
25x Proteinaseinhibitorcocktail
20%ige SDS-Ldsung

H20

5x SDS-PAGE-Ladepuffer
TRIS-HCI
SDS

Bromphenolblau

Glycerol
2-Mercaptoethanol

H20

pH

2x SDS-PAGE-Ladepuffer
TRIS-HCI

SDS

Bromphenolblau

Glycerol
2-Mercaptoethanol
H-0

pH

Material

1 Tablette
2 ml

30 % (m/V)

150 mM

1,5 mM

1,5 mM

6,8 mit HCl und NaOH angepasst

333,33 pl
100 pl
40 pl
100 pl
416 pl

750 mM

15 % (m/V)

0,1 % (m/V)

3,85 ml

250 ul

3,85 ml

6,8 mit HCI und NaOH eigestellt

300 mM

6 % (m/V)

0,1 % (m/V)

3,85 ml

250 pl

3,85 ml

6,8 mit HCI und NaOH eigestellt




10x SDS-PAGE-Laufpuffer

Glycin
TRIS
TRIS-HCI
SDS

H20

pH

1x SDS-PAGE-Laufpuffer
10x SDS-PAGE-Laufpuffer
H20

10x Transferpuffer

Glycin

TRIS

H-0

pH

1x Transferpuffer (Methanol haltiq)

10x Transferpuffer
Methanol
H20

1x Transferpuffer (Methanol frei)

10x Transferpuffer

H20

10x Phosphatpuffer (10x PBS)
NaCl

KCI

NasHPO4

KH2PO,

H20

pH

Material

1,92 M

152,7 mM

97,3 mM

1 % (m/V)

auf 4 | aufgefullt

8,3 mit HCIl und NaOH eingestellt

100 ml
900 ml

25M

250 mM

auf 4 | aufgefullt

8 mit HCl und NaOH eingestellt

10 %
20 %
70 %

10 %
90 %

80¢g

29

14,2 ¢

2,49

auf 1 | aufgefllt

7,4 mit HCI und NaOH eingestellt
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1x Phosphatpuffer (PBS)
10x PBS

H20

pH

1x Phosphatpuffer mit Tween20 (PBS-T)

10x PBS
H20
Tween20
pH

Blockierlésung Westernblot

Magermilchpulver
PBST

1%ige Natriumazid (NaNs) -Lésung
NaN3
H20

Priméarantikérperlésung Westernblot
PBS-T

10%ige NaNs-Lésung

Primarantikérper

Sekundarantikorperlésung Westernblot
PBS-T

Sekundarantikdrper

ECL Entwickler-Lésung A
0,1 M TRIS-HCI (pH8,6)

Luminol

Material

10 %
90 %
7,4 mit HCl und NaOH eingestellt

200 ml
1800 ml
1 ml

7,4 mit HCl und NaOH eingestellt

49

auf 100 ml aufftllen

0,1¢g

auf 10 ml auffullen

13,5 ml
1,5 ml

siehe Tabelle fur Antikdrper

7,5 ml

siehe Tabelle 4.

500 ml
125 mg
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ECL-Entwicklerlosung B
DMSO

p-Hydroxycoumarinsaure

WB-Chemilumineszenz-Entwicklerlésung

ECL-Entwicklerlésung A
ECL-Entwicklerlésung B
30%iges H202

Ringer-L6sung
NaH:PO4

MgCl>

CaCl

KCI

NaHCOs

NaCl

HEPES

H20

pH

Glukose-Ringer
Ringer

Glukose

10%ige BSA-Lésung
BSA

1% NaNs-Ldsung

H20

Blockierlosung Immunocytochemie
10%ige BSA-Lbésung

Material

50 ml
55 mg

2 ml
200 ul
5 ul

0,345 g

0,407 g

0,59¢

0,373 g

429

14,619

11,915¢g

auf 2 | auffullen

7,21 mit NaOH eingestellt

11
4,954 g

359
5ml

auf 50 ml auffullen

30 % in PBS
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Priméarantikérperlésung Immunocytochemie

10%ige BSA-Lbésung

Primarantikérper

Sekundarantikoérperlésung
10%ige BSA-Ldsung

Sekundarantikérper

DAPI-Lageriésung
Bisbenzimid H33258

Methanol

DAPI-Firbungslosung

DAPI-Lagerlésung
PBS

Eindeckmedium
1x PBS

Elvanol

Glycerol
p-Phenylendiamin
pH

Material

10 % in PBS

siehe Tabelle Primarantikorper

10 % in PBS

siehe Tabelle Primarantikorper

5mg
100 ml

1 ul
999 ul

7 ml

1 g (geldst bei 60°C in 1x PBS)
3 ml

10 mg

8 mit HCIl und NaOH eingestellt

Die Lésung wurde in 1ml Spritzen abgefullt und bei -80°C eingefroren

2x Lysepuffer (LP) Immunopréazipitation (IP)
TRIS-HCI

NaCl

EDTA

EGTA

pH

100 mM

300 mM

4 mM

1 mM

7,4 mit HCI und NaOH eingestellt
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1x Lysepuffer (LP) Immunoprazipitation (IP)

2x Lysepuffer IP

Glycerol

Triton X-100

10x Phosphataseinhibitorlésung

25x Proteinaseinhibitorcocktail

H20

2x Waschpuffer (WP) Immunoprézipitation (IP)

TRIS-HCI
NaCl
EDTA
EGTA

pH

1x Waschpuffer (WP) Immunoprazipitation (IP
2x Waschpuffer IP
Triton X-100

10x Phosphataseinhibitor-Lésung
25x Proteinaseinhibitorcocktail
H-0

Homogenisierungsmedium (HM)

Saccharose
HEPES
EDTA

pH

Krebspuffer
NaCl

KCI
HEPES
EDTA
Glukose

pH

Material

50 %
10 %
1%
10 %
4 %
25 %

100 mM

400 mM

4 mM

1 mM

7,4 mit HCI und NaOH eingestellt

50 %
1%
10 %
4 %
35 %

0,32 M

20 mM

1 mM

7,4 mit HCl und NaOH eingestellt

140 mM

5mM

25 mM

1 mM

10 mM

7,4 mit HCI und NaOH eingestellt
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Saccharoselésungen fiir Gradienten

1,2 M Saccharose in Krebspuffer

0,8 M Saccharose in Krebspuffer

50x TAE-Puffer
TRIS

NaOAc

EDTA

LB-Medium
Bacto Trypton
Hefeextrakt
NaCl
MilliQ-Wasser

LB-Agarplatten

Bacto Trypton
Hefeextrakt
NaCl

5 N NaOH
Bacto Agar
MilliQ-Wasser

2M
1M
0,05 M

40 g
209
209

auf 4 | aufftllen

10 ¢
59
59
200 pl
15¢

auf 1 | aufftllen
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Material

Lésung Hersteller Bestellnr.
DEPC behandeltes H20 Ambion AM9916
Dulbecco’s modified eagle’s : )
medium (DMEM) Gibco 41965-039
Dulbecco’s modified eagle’s
medium F12 (DMEM F12) Lonza BE 12-719F/12M
0,5 % Trypsin-EDTA (10x) Gibco 15400-054
Fetales Kalbs§erum (FCS) Gibco 10270
aktiv
Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich PO781
Natriumpyruvat 100mM (100x) Gibco 11360-039
Anti-Anti (1.00x) Antibiotic— Gibco 15240-062
Antimycotic
Dulbecco’s Phophate buffered Sigma-Aldrich D8537
Saline
OmniPur Acrylamide: Bis
Solution 29:1 Merck 1690-OP
CD Lipid Concentrate Gibco 11905031
MEM Amino Acids (50x) Gibco 11130-051
MEM NEAA (100x) Gibco 11140-035
L-Glutamin Sigma-Aldrich G7513
MEM Vitamin Solution (100x) Sigma-Aldrich M6895
ROTI Histofix 4% Carl Roth A146.3
ROTI Seal Carl Roth 6473.1
ROTI Blue 5x konz. Carl Roth A152.2
Ethidiumbromidlésung 0,07% PanReac AppliChem A2273,0015
TRI-Reagenz Sigma-Aldrich T9424
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3.8 Laborkits

Material

Tabelle 11: Laborkits. Ubersicht der verwendeten Laborkits, deren Hersteller und Bestellnummer

Kit-Bezeichnung Hersteller Bestelinr.
Pierce BCA protein assay kit Thermo Fisher 23225
Omniscript RT Kit Quiagen 205113
Phusion High-Fidelity PCR Kit ThermoFisher F553S
PureL:\r)Ilf .QUiCk Rlasmid Invitrogen K210010
iniprep Kit
NucIeoiﬁﬁﬁC);’zinEEitplasmid Macherey-Nagel 740420.50

3.9 Gerate und Verbrauchsmaterial

Tabelle 12: Gerate und Verbrauchsmaterial. Ubersicht der verwendeten Gerite und
Verbrauchsmaterialien, sowie deren Hersteller bzw. Lieferanten

Gegenstand Lieferant/Hersteller
10l White, Graduated Tip TipOne
100 Deckglaser 24x50 mm Carl Roth
100pl Yellow, Graduated Tip TipOne
1000ul Blue, Graduated Tip TipOne
AF 80 Scotsman

Amersham imager 600

GE-Healthcare Life Sciences

Amersham Protran 0,2 um NC
Nitrocellulose Blotting Membrane

GE Healthcare Life Science

Analog Vortex Mixer VWR
Axiovert 200 Zeiss
BL 6100 Sartorius

Blattwagepapier

A.Hartenstein

Blotting paper

A.Hartenstein

Cellstar 24 Well Culture Plate

Greiner bio-one

CELLSTAR serological pipette (10 ml)

Greiner bio-one

CELLSTAR TUBES (15 ml)

Greiner bio-one

CELLSTAR TUBES (50 ml)

Greiner bio-one

CKX31 Olympus
CKX41 Olympus
Duomax 1030 Heidolph
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Filter tip FT 10

Material

Greiner bio-one

Filter tip FT 1000

Greiner bio-one

Filter tip FT 20

Greiner bio-one

Filter tip FT 200

Greiner bio-one

Fusion-SL 3500.WL

Peqglab

Gel iX20 Imager

Intas

Gilson PIPETMAN Classic 100-1000 pl

Fisher Scientific

Gilson PIPETMAN Classic 20-200 pl

Fisher Scientific

HERAcell 240i

Thermo Fisher

Heraeus Fresco 17 centrifuge

Thermo Scientific

Heraeus Multifuge 3 S-R

Thermo Scientific

iCycler Thermal Cycler BioRad
Immun-Blot PVDF Membranes BioRad
Injekt-F 0.01-1ml B/Braun
Micro Centrifuge AL 220VAC Roth
Microscope Cover Glasses 12 mm VWR

Mikrotestplatte 96 Well, F

SARSTEDT AG und Co.

Milli-Q reference A+ Millipore
Mini-PROTEAN Gel comb (10 lanes) BioRad
Mini-PROTEAN Gel comb (15 lanes) BioRad

Mini-PROTEAN Short plate BioRad
Mini-PROTEAN Spacer plate (1.0 mm) BioRad
Mini-PROTEAN Tetra Cell Casting clamp BioRad
Mini-PROTEAN Tetra Cell Casting stand BioRad
Mini-PROTEAN Tetra Vertical BioRad

Electrophoresis Cell

Multiskan SC

Thermo Labsystems

NanoDrop 1000

Peqglab

Neubauer Zahlkammer

OptikLabor

Optima TLX Ultrazentrifuge

Beckman Coulter

Parafilm

IDL GmbH & Co. KG

pH-Meter CG 825

Schott

Polycarbonate Centrifuge Tubes

Beckman Coulter

(11x24mm)
Potter S Sartorius
Power Pac 1000 BioRad
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Power Pac 300

Material

BioRad

PowerPac Basic

BioRad

Quali-“LowRetention”
Mikrozentrifugengefalie

Kisker Biotech GmbH & Co. KG

QUINTIX214-1S

Sartorius

RCT basic

IKA Labortechnik

Reaction tube 1.5 ml

A.Hartenstein

Reaction tube 2 ml

A.Hartenstein

Research plus 0.5-10 pl Eppendorf
ROCKER 2D basic IKA
RS500XT DC Power Supply Hofer Scientific Instruments
Shaking Incubator NB-205V N-Biotek
Sorvall GSA 6 Rotor Sorvall
Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Sorvall
Centrifuge
Sorvall SS-34 Rotor Sorvall
Sterican Gr17/42 25G B/ Braun
SterilGARD Il Advance Baker
SuperFrost Plus Objekttrager Hartenstein
TCS SP5 Confocal microscope Leica
Test-Tube-Rotator 34528 Snijders
Thermomixer comfort Eppendorf
TLS-55 Swinging-Bucket Rotor Beckman Coulter
TProfessional BASIC 96 Gradient Biometra
UP50H Hielscher

Wageschale aus PS

A.Hartenstein

Wasserbad 18L 462-0558 VWR
Zellkulturschale (147,8 cm?) TPP
Zellkulturschale (60,1 cm?) TPP

Zellkulturschale Cellstar (147,8 cm?)

Greiner bio-one

Zellkulturschale Cellstar (22,1 cm?)

Greiner bio-one

Zellkulturschale Cellstar (60,1 cm?)

Greiner bio-one

Zellspatel

TPP
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4. Methoden

Zur Kultivierung wurden alle hier verwendeten Zelllinien bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert,
wobei jede Zelllinie in dem zu ihr passenden Medium und Wachstumsbehaltnis kultiviert wurde
(vgl. Tabelle 13). Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 80 % wurden die Zelllinien passagiert.
Hierzu wurde zun&chst das jeweilige Kulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen
und far 1-2 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2 mit einer 0,5 %igen Trypsin-EDTA-Lésung von
den jeweiligen Wachstumsbehéltnissen geldést. Die Trypsinisierung wurde durch die
Hinzugabe des Kulturmediums (0,5-10 ml) gestoppt, die Zellen in diesem aufgenommen und
mittels Zentrifuge bei 800 g fur 4 Minuten abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das
Uberstehende Medium entfernt und das entstandene Zellpellet in frischem Medium
resuspendiert. Zur weiteren Kultivierung wurden die Zellen je nach Zelldichte und
Wachstumsrate in einem Verhéltnis von 1:5, 1:10, oder 1:20 verdinnt, oder fir Versuche
ausgezahlt und je nach Versuch mit 0,8 — 1,5x10* pro cm? Kulturflache ausgesat.

Zum Auszéhlen der Zellen wurden 50 pl der nach der Zentrifugation und Resuspension
erhaltenen Zellsuspension entnommen und mit 50 pl Trypanblau versehen, um mit Hilfe einer
Neubauer Zahlkammer die Lebendzellzahl zu ermitteln. Hierzu wurde folgende Formel
angewendet:

Y(aller gezihlten Zellen) X Verdimnungsfaktor x 10*(Zellen/ml)

L =
ebendzahl/ml (Anzahl der gezahlten Grofdquadrate)

AnschlieBend wurde eine der bendtigten Zellzahl entsprechende Menge an Zellsuspension in
der bendtigten Menge Medium aufgenommen und auf die entsprechenden Kulturschalen

verteilt.

Zur Kultivierung der Hep-G2-Zellen war es erforderlich, die genutzten Zellkulturschalen vor der
Aussaat der Zellen mit einer 1:100 in PBS verdinnten PLO-L&sung zu beschichten. Fur die
Beschichtung wurden die Kulturschalen einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit
einer 1:300 in PBS verdinnten PLO-L6sung bei 37 °C und 5 % CO: flirr eine Stunde inkubiert,
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wobei darauf geachtet wurde, dass die Schalen gut bedeckt waren. AbschlieBend wurden die

Kulturschalen zweimal mit PBS und einmal mit Kulturmedium gewaschen.

Zelllinie Basismedium | Zusétze Kulturgefal3 Beschichtung
» 10 %[V/V] FCS,
> 1 %[V/V] ABAM-
Lésung, Greiner ,
HEK-T DIER > 1 %[VIV] Zellkulturschalen Keine
Natriumpyruvat-
I6sung
» 10 %[V/V] FCS,
> 1 %[V/V] ABAM-
Lésung, Greiner .
HEKT-A DMEM > 1 %[VV] Zellkulturschalen Keine
Natriumpyruvat-
I6sung
» 10 %[V/V] FCS
inaktiv,
> 1 %[V/V] ABAM- Greiner
HELA DMEM Losung, Zellkulturschalen Keine
> 1 %[V/V]
Natriumpyruvat-
I6sung
» 10 %[V/V] FCS
inaktiv, TPP .
Hep-G2 DMEM > 1%[V/V] ABAM- | Zellkulturschalen | 1-100 PLO
Lésung
» 10 %[V/V] FCS
aktiv,
> 1 %[V/V]
Penicillin/Strept Greiner .
MCF-7 DMEM omycin-Lésung, | Zellkulturschalen Keine
> 1 %[V/V]
Natriumpyruvat-
I6sung
» 10 %[V/V] FCS,
> 1 %[V/V]
Penicillin/Strept TPP
SH-SY5Y | DMEM/F12 . ?r%c\:}?\—/l]_osung, Zellkulturschalen Keine
Natriumpyruvat-
I6sung
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Far die langfristige Lagerung und die spatere Wiederverwendung von Zelllinien wurden diese
in flissigem Stickstoff kryokonserviert. Hierzu wurden ca. 80 % konfluente Zellen auf 15 cm
Zellkulturschalen nach dem Waschen mit PBS mit 2 ml einer Trypsin-EDTA-L&sung bei 37 °C
und 5 % CO: trypsinisiert und in 10 ml Medium aufgenommen. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension fiir 5 Minuten bei 800 g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, die Zellen
in 10 ml Kryomedium (Kulturmedium mit 1 % [V/V] DMSO) resuspendiert und hiervon je 1 ml
in ein Kryogefal3 geflllt. Diese KryogefaBe wurden anschlieBend in einem Mr. Frosty, einem
mit Isopropanol gefiilltem Kryogeféa3, bei -80 °C Uber Nacht gelagert und anschlieBend in
flussigem Stickstoff eingefroren.

Fur die Analyse fluoreszenzgefarbter Zellen wurden diese in einer 24-Loch-Platte auf
kreisrunden Deckglasern in einer Dichte von 0,8-1,0x10* Zellen ausgeséat. Vor der Aussaat der
Zellen wurden diese Deckglaser mit einer 1:300 in PBS verdinnten PLO-L&sung beschichtet,
um den Zellen einen besseren Halt zu bieten und um Wachstum auf der Glasflache zu
erlauben. Flr die Beschichtung wurden die Kammern der 24-Loch-Platte zundchst mit
Deckglasern bestiickt und einmal mit 0,5 ml PBS gewaschen. Darauf folgend wurden die nun
bestickten Kammern mit 0,5 ml einer 1:300 in PBS verdiunnten PLO-Lésung bei 37 °C und
5 % CO: fur eine Stunde inkubiert und anschlieBend zweimal mit 0,5 ml PBS und einmal mit
0,5 ml Kulturmedium gewaschen. Die Aussaat der Zellen erfolgte im letzten Schritt.

Zur transienten Transfektion der am Vortag in einer Dichte von 10* Zellen/cm? ausgeséaten
Zellen wurde eine chemische, auf Caz(POs)2 basierende Methode genutzt. Zur Herstellung
eines Transfektionsansatzes fur eine 10 cm Kulturschale mit 56,7 cm? Kulturflache wurden
420 pl ddH20 mit 60pl einer 2 M Ca(Cl)2-Lésung und 12 pg des zu transfizierenden Plasmids
bzw. 60 pg der zu transfizierenden siRNA versehen und gemischt. Die entstandenen
Transfektionsldsungen sowie 480 pl einer 2xHBSS-Lésung wurden bei 60 °C fir 15 Minuten
in einem Brutschrank erhitzt, anschlieBend mit einander vermischt und fir 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Es war zu beachten, dass bei einer Transfektion mit siRNA, die
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siRNA erst nach der 15-mindtigen Erhitzung bei 60 °C zu dem Transfektionsansatz

hinzugegeben wurde.

Fir die transiente Transfektion von 6 cm und 15 cm Kulturschalen, sowie 24-Loch-Platten
wurde diese wie folgt angepasst:

6 cm Schalen wurden anstatt mit dem vollen Transfektionsansatz nur mit 330 pl aus dem
entsprechenden Ansatz versehen, wahrend fur 15 cm Kulturschalen ein 3-facher Ansatz des
fir eine 10 cm Schale gedachten Ansatzes mit 30 ug Plasmid genutzt wurde. Die Transfektion
in der 24-Loch-Platte erfolgte mit 35 pl des fir eine 10 cm Kulturschale gedachten Ansatzes.

Die Behandlung von Zellen mit glukose- und aminosdurearmen Medium erfolgte mit selbst
hergestellten Kulturmedien. Im ersten Schritt wurde inaktives FCS mittels Dialyseschlauch
(1 kD Pretreated RC Tubing, Spectra/Por 6,4 ml/cm) dialysiert. Hierzu wurde zun&chst der
Dialyseschlauch mittels Ringerlésung equilibriert, indem er mit Ringerlésung geflillt, beidseitig
verschlossen flr eine Stunde vollkommen Uberdeckt mit Ringerlésung bei 4 °C in einem
Messzylinder unter Ruhren inkubiert wurde. Nach erfolgter Inkubation wurde die Ringerldsung
im Messzylinder mit frischer ersetzt und die Ringerlésung im Dialyseschlauch mit inaktivem
FCS ausgetauscht. Es folgte eine Inkubation Uber Nacht bei 4 °C und eine weitere Inkubation
bei 4 °C flir eine Stunde nachdem zwischen beiden Inkubationen erneut die Ringerlésung des
Messzylinders erneuert wurde. Das nun dialysierte, inaktive FCS konnte anschlieBend zur
Herstellung der Entzugsmedien (vgl. Tabelle 14) genutzt werden. Die Behandlung der Zellen
wurde fir zwei Stunden mit dem entsprechendem Entzugsmedium oder dem Kontrollmedium

durchgeflhrt.
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250 ml Glukoseringer

30 ml dialysiertes FCS

5 ml CD Lipid Concentrate
5 ml 50x MEM Amino Acids
2,5 ml 100x MEM NEAA

5 ml 100x Glutamin

2,5 ml 100x Vitaminmix

2,5 ml 100x PenStrep

2,5 ml Na-Pyruvat

Vollmedium

VVVVVVVYY

500 ml Glukosefreier Ringer
60 ml dialysiertes FCS

5 ml CD Lipid Concentrate
5 ml 50x MEM Amino Acids
2,5 ml 100x MEM NEAA

5 ml 100x Glutamin

2,5 ml 100x Vitaminmix

2,5 ml 100x PenStrep

Glukoseentzugsmedium

VVVYVYVVVY

250 ml Glukoseringer
30 ml dialysiertes FCS
2,5 ml 100x Glutamin
2,5 ml 100x Vitaminmix
2,5 ml 100x PenStrep
2,5 ml Na-Pyruvat

Aminoséureentzugsmedium

VVVYYYVY

Zur Behandlung von Zellen mit Bafilomycin A1 und MG132 wurden Stocklésungen mit einer
Konzentration von 5 mM (Bafilomycin A1) bzw. 10 mM (MG132) genutzt, welche mit
Kulturmedium auf 1-2 pM bzw. 10 uM verdinnt wurden. Der Behandlungszeitraum betrug
jeweils 4h fur die Behandlung mit Bafilomycin A1 und 4-6h fir die Behandlung mit MG132.
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4.2.1.1 Aufbereitung von Proteinen aus Zellen

Zur Analyse der Proteinspiegel mittels Westernblots mussten diese zunéchst aus Zellen oder
Gewebe aufbereitet werden. Im Falle von Zellen wurde im ersten Schritt das Kulturmedium
entfernt und mit PBS gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die Zellen entweder in 1 ml PBS
durch auf und ab pipettieren aufgenommen, bei 1000 g 5 Minuten lang abzentrifugiert und
dann in Zelllysepuffer aufgenommen bzw. bei -80 °C weggefroren, oder der Zelllysepuffer
wurde nach dem Waschen der Zellen direkt auf die Zellen gegeben. In diesen Fall wurde
mittels Zellspatel das Lysat auf den Kulturplatten zusammengekratzt und im Anschluss in ein
1 ml oder 2 ml Reaktionsgefa3 Uberflhrt. In beiden Fallen wurden die Zelllysate unter
Zuhilfenahme eines Sonifikators zweimal 10 Sekunden sonifiziert und waren anschlieBend

bereit fur die Proteinbestimmung.

4.2.1.2 Fraktionierung von Zellen in SDS-I6sliche und SDS-unlésliche Fraktionen

Um SDS-lésliche und -unlésliche Fraktionen zu erhalten wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, anschlieBend in 1 ml PBS mittels Zellspatel geerntet und fir 15 Minuten bei
1000 g abzentrifugiert. Nach Entfernung des PBS wurden die Zellen zur Lyse in 300 pl Ripa-
Puffer mit 1 % Triton x-100 resuspendiert und mittels Vortexer homogenisiert. Es folgte eine
Inkubation fir 15 Minuten auf Eis, wobei alle 5 Minuten das Lysat erneut mittels Vortexer
aufgemischt wurde. Nach abgeschlossener Inkubationszeit wurden im ersten Schritt 20-30 pl
Lysat abgenommen und in 20-30 ul Ripapuffer gegeben. Im nachsten Schritt wurde das
restliche Lysat bei 17000 g und 4 °C fir 15 Minuten abzentrifugiert, um die beiden Fraktionen
zu erhalten. Im Anschluss wurden 200 pl des Uberstandes fiir die weitere Verwendung
abgenommen wahrend der restliche Uberstand, zur Vermeidung eines Proteiniibertrags aus
dem Pellet in den Uberstand, verworfen wurde. Das entstandene Pellet wurde in 200 ul
Ripapuffer aufgenommen und mittels Vortexer aufgemischt. Im letzten Schritt wurde zu allen
Proben eine SDS-Lésung hinzugegeben, sodass die Endkonzentration von SDS im Lysat ca.
2 % betragt. Auch hier erfolgte nach Zugabe der SDS-L&sung eine Sonifizierung wie bereits
weiter oben beschrieben.
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4.2.1.3 Subzelluldre Fraktionierung von Zellen

Die Lokalisierung von Proteinen einer Zelle bzw. in welchem Zellkompartiment sie sich grob
befinden kann biochemisch Uber eine subzellulare Fraktionierung geklart werden. Fir die
Fraktionierung musste zunachst der Fraktionierungspuffer hergestellt werden, indem 5 ml
fertig angesetzter 2x Fraktionierungspuffer mit 10 ul 1M DTT-L&ésung, sowie mit Phosphostop
und Proteinaseinhibitorcocktail versetzt wurden. AnschlieBend wurde mit ddH-O auf 10 ml
aufgefullt.

Die Zellen einer 10 cm Kulturschale wurden mit je 500 ul Fraktionierungspuffer und Zellspatel
geerntet und in ein Eppendorfgefa3 Uberfuhrt. Zur Trennung von Nucleus und Cytoplasma
Uber entstehende Scherkréfte wurde das Lysat mit Hilfe einer 1 ml Spritze 10-mal durch eine
25 Ga Nadel gedrickt, und anschlieBend far 20 Minuten auf Eis stehen gelassen. Nach
erfolgter Inkubation wurde das Lysat bei 720 g und 4 °C fir 5 Minuten abzentrifugiert, um den
nuklearen Niederschlag vom restlichen Zellmaterial — 16slichen cytosolichen Komponenten,
Membranen und Membranfragmenten, sowie Mitochondrien — zu trennen. Der Uberstand
wurde in ein Eppendorfgefa3 Gberflihrt wahrend die nukledre Fraktion anschlieBend in 500 pl
Fraktionierungspuffer gewaschen, mittels Pipette resuspendiert und Uber eine 1ml Spritze
10-mal durch eine 25 Ga Nadel gedrlckt wurde. Das nukleére Lysat wurde ein weiteres Mal
bei 720 g und 4 °C fiir 10 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zur weiteren
Verarbeitung wurde die nun aufgereinigte Fraktion in regularem Lysepuffer (vgl. Zelllysepuffer)
resuspendiert und 2-mal 10 Sekunden lang sonifiziert.

Der nach der ersten Zentrifugation erhaltene Uberstand, welcher cytosolische, Membran- und
mitochondriale Komponenten enthalt, wird bei 10000 g und 4 °C fir 10 Minuten abzentrifugiert,
um cytosolische und Membranfraktion, die im Uberstand verbleiben, von der mitochondrialen
Fraktion, die sich im Niederschlag befindet, zu trennen. Die mitochondriale Fraktion wird
anschlieBend, wie die nukledre Fraktion, gewaschen und ebenso wie die cytosolische Fraktion

sonifiziert.

78



Methoden

4.2.1.4 Immunoprézipitation von Proteinen mit Protein-A/G gekoppelten magnetischen

Ktgelchen

Zur Ermittlung der Interaktion zweier Proteine oder auch zur Aufreinigung und
Aufkonzentration von Proteinen kann eine Immunoprazipitation durchgefihrt werden.
Zunachst mussen die Zellen von ihren 15 cm Kulturschalen geerntet werden, wobei zwei
Methoden verwendet wurden:

Bei Verwendung der ersteren Methode, welche hauptsachlich fir Immunoprazipitationen aus
Hep-G2-Lysaten verwendet wurde, wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit einer 0,5 %
Trypsin-EDTA-Lésung fir 2 Minuten bei 37°C und 5% CO2 abtrypsinisiert. Die
Trypsinisierung wurde anschlieBend mit Kulturmedium gestoppt und die Zellsuspension bei
800 g fir 4 Minuten abzentrifugiert. Darauffolgend wurde der Uberstand entfernt, der
Zellniederschlag in 10 ml PBS resuspendiert, die dann erhaltene Zellsuspension erneut bei
800 g fiir 4 Minuten abzentrifugiert und ein weiteres Mal Zellniederschlag vom Uberstand
getrennt. Die gewaschenen Zellen wurden in 1 ml PBS aufgenommen, in ein Eppendorfgefal3
dberfuhrt, ein weiteres Mal bei 1000 g fir 5 Minuten abzentrifugiert und entweder sofort flr die

Immunoprazipitation genutzt oder fir spatere Verwendung trocken bei -80 °C eingefroren.

Die zweite Methode, welche hauptsachlich fir HEK293-T-Zellen genutzt wurde, bestand darin,
die Zellen nach dem Waschen mit PBS Uber Auf- und Abpipettieren von 1 ml PBS mit Hilfe
einer Pipette von der Zellkulturschale hinunter zu waschen und in ein Eppendorfgefal3 zu
dberfuhren. Im nachsten Schritt wurden die Zellen bei 1000 g fir 5 Minuten abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und entweder direkt fir die Immunoprézipitation genutzt oder trocken bei

-80 °C eigefroren.

FOr die Durchfihrung der Immunoprazipitation wurden die geernteten Zellen in 400 pl
IP-Lysepuffer resuspendiert und mittels Vortexer aufgemischt. Es folgte eine Inkubation von
15 Minuten auf Eis und ein weiteres Aufmischen mittels Vortexer. Im n&chsten Schritt wurden
die Lysate bei 1000 g und 4 °C fur 10 Minuten abzentrifugiert, das Zentrifugationssediment
verworfen, der Uberstand in ein neues EppendorfgefaB (iberfiihrt und ein weiteres Mal fiir 10
Minuten bei 1000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Proteingehalt des erhaltenen Uberstandes
wurde Uber eine BCA-Probe (vgl. Bestimmung des Proteingehalts) bestimmt. Fir eine
Immunoprazipitation mit Magnetic Beads wurden fir jede Probe zweimal 25 pl der Beads
enthaltenden Lésung in Low-Retendtion-EppendorfgefalBe gegeben und 3-mal mit IP-
Lysepuffer unter Verwendung eines magnetischen Gestells gewaschen.
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Zu den gewaschenen Magnetkigelchen wurde ein Volumen das 1 mg Protein aus dem
Uberstand entspricht gegeben und das restliche Volumen mit IP-Lysepuffer auf 1 ml aufgefillt.
Des Weiteren wurden 30 ul des Lysats zur spateren Analyse via SDS-PAGE bei -80 °C
gelagert. Die Suspensionen aus Magnetkligelchen und Probe wurden fir 1 h bei 4 °C auf
einem Rotationsschuttler inkubiert. AnschlieBend wurden die Suspensionen mit Hilfe eines
magnetischen Gestells von den Magnetkiigelchen befreit, der Uberstand in neue Low-
Retention-EppendorfgefaBe gegeben und mit 1 ug des fir die Préazipitation genutzten
Antikérpers bzw. 1 ug des korrespondierenden IgGs versehen. Es folgte eine Inkubation bei
4 °C Uber Nacht auf einem Rotationsschittler. Am darauffolgenden Tag wurden erneut
2x 25 pl der magnetischen Kigelchen enthaltenden Suspension mit 3-mal 1 ml IP-Lysepuffer
gewaschen und anschlieBend in 25 pl Lysepuffer aufgenommen. Diese 25 ul Suspension
wurden im Folgenden zu den mit Antikérper inkubierten Proben gegeben und fir 1 h bei 4 °C
auf einem Rotationsschiittler inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Uberstande entfernt
und die Magnetkigelchen 3-mal mit 1 ml IP-Waschpuffer gewaschen und in 20 pl 2x-SDS-
Ladepuffer aufgenommen. Um die Proteine von den Beads zu I6sen wurde wie folgt
vorgegangen:

Wurde ein Kaninchen-Antikdrper fir die Immunoprazipitation genutzt, wurden die Proben bei
RT far 10 Minuten auf einem Schittler bei 1200 rpm geschittelt und 1 Minute bei maximaler
Geschwindigkeit abzentrifugiert. Die Uberstdnde wurden in neue EppendorfgefaBe (iberfiihrt
und fur die SDS-PAGE bei 99 °C flr 5 Minuten aufgekocht.

Wourde ein muriner Antikérper fir die Immunoprazipitation genutzt, entfiel das Schdtteln. Die
Proteine wurden mit den Kugelchen bei 99 °C fir 5 Minuten gekocht und erst dann wurden die
Lysate von den Beads getrennt.

4.2.1.5 Immunoprézipitation mit FLAG-markierten Sepharosekligelchen

Die Ernte sowie die Lyse der Zellen fiir eine Immunoprazipitation tGber FLAG-markierte
Sepharosekiigelchen entspricht der ber magnetische Kiigelchen. Allerdings wurden hier zur
Lyse 500 ul des IP-Lysepuffers verwendet. Die entstandenen Lysate wurden bei 1000 g und
4 °C fir 10 Minuten abzentrifugiert und der Proteingehalt des Uberstandes mittels BCA-Probe

bestimmt.

Waéahrend der Bestimmung des Proteingehaltes wurden pro Ansatz 60 ul der
Sepharosekugelsuspension 3-mal mit 1ml IP-Lysepuffer in ,Low-retention Eppendorfgefalen®
gewaschen, wobei die markierten Kigelchen zwischen den Waschschritten bei 1000 g und
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4 °C fur eine Minute abzentrifugiert wurden. Zu 25 pl gewaschenen Sepharosekigelchen
wurden im Anschluss 500 ug Protein der Proben in einer Konzentration von 1 pg/ul gegeben
und diese Uber Nacht bei 4°C auf einem Rotationschittler inkubiert, wobei ca. 1 % der
Proteinmenge der IP-Lysate als Kontrolle vor der Inkubation mit den Kiigelchen abgenommen
wurde. Am darauffolgenden Tag wurden die FLAG-markierten Kigelchen 5-mal mit IP-
Waschpuffer gewaschen, wobei auch hier zwischen jeder Resuspension fir 1 Minute bei
1000 g und 4 °C zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurden die Sepharosekigelchen vom
Uberstand befreit und mit 35 pl eines 2x-SDS-Ladepuffers versetzt. Diese Suspension wurde
anschlieBend 5 Minuten bei 99 °C und 900 rpm auf einem Thermoschuttler gekocht und durch
eine ein-mindtige Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit von den Beads getrennt. Der
verbleibende Uberstand wurde fiir die SDS-PAGE im nachsten Schritt verwendet.

4.2.1.6 Isolation von Synaptosomen aus dem Gehirngewebe adulter Ratten

Fur die Isolation von Synaptosomen und somit synaptosomalen Proteinen wurden trachtige
Sprague-Dawley-Ratten nach erfolgter Narkotisierung durch Isofluran mit Hilfe einer Guillotine
abgetétet und der Kopf vom Rumpf getrennt. Zur Isolation des Gehirns wurde im ersten Schritt
die Kopfschwarte sagittal mit einem Skalpell eingeschnitten und vorsichtig auf die Seite
gedrickt, um den Schadel freizulegen. Im zweiten Schritt erfolgte die Eréffnung des Schédels,
indem mit Hilfe eines Seitenschneiders drei Schnitte in den Schadel eingesetzt wurden. Der
Erste Schnitt verlief in der Sagitalebene von caudal nach rostral an der dorsalen Seite des
Schéadels. Schnitt zwei und drei wurden in der Transversalebene lateral am Schadel von
caudal nach rostral durchgefihrt. Die befreiten dorsalen Schadelfragmente wurden
anschlieBend mit einer Pinzette entfernt und das Gehirn freigelegt. Die Extraktion des Gehirns
aus dem Schédel erfolgte mit Hilfe eines Spatels, der dorsal am Gehirn entlang und an der
vorderen Schadelwand vor das Gehirn gefiihrt wurde, um es anschlieBend aus der
geschaffenen Offnung und somit aus dem Schadel zu 16sen. Nach der Extraktion wurde das
Gehirn in PBS gelegt und Cortex und Hippocampus vom restlichen Hirngewebe getrennt.
Cortex und Hippocampus wurden zusammen gewogen, in dem 10-fachen Volumen
Homogenisierungspuffer des gemessenen Gewichts aufgenommen und unter Verwendung
eines Gewebehomogenisators nach Potter-Elvehjem bei 500 rpm durch 6-10-maliges auf und
ab bewegen homogenisiert. Fir die Isolation der Synaptosomen wurde das Hirnhomogenat
wie in Abbildung 16 schematisch dargestellt Uber mehrere Zentrifugationsschritte
aufgearbeitet und die entstehenden Lysate (ber eine Saccharosedichtegradienten-

ultrazentrifugation in verschiedene Fraktionen aufgetrennt. Die zu isolierenden Synaptosomen

81



Methoden

befanden sich dabei in der Interphase zwischen den beiden unterschiedlich konzentrierten
Saccharoselésungen.

Gehirn

Gewebehomogenisator

6-10 Auf- und Abbewegungen
500rpm

Auf Eis

Westernblot

Lagerung Primdrhomogenat

1000g, 4°C, 15 Min

Westernblot

. «— P] Saccharosegradient
agerung

100000g, 4°C, 2h
15000g, 4°C, 30 Min

Westernblot
L A— 52 @
agerung

Saccharosegradient

100000g, 4°C, 2h

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Isolation von Synaptosomen aus dem
Gehirn adulter Ratten. Die Isolierten Cortices und Hippocampi wurden zundchst homogenisiert und das
Primarhomogenat anschlieBend Uber mehrere Zentrifugationsschritte aufgereinigt. Die Fraktionen S1 und P2
wurden flr die Isolation der Synaptosomen auf einen Saccharosegradienten aufgetragen und ultrazentrifugiert.

S: Supernatant (Zentrifugationstiberstand), P: Pellet (Zentrifugationsniederschlag)

Zur Aufarbeitung der Homogenate wurde zunachst das aus dem Gehirn gewonnene
Primarhomogenat fiir 15 Minuten bei 1000 g und 4 °C abzentrifugiert und in Uberstand 1 (S1)
und Zentrifugationsniederschlag 1 (P1) geteilt. P1 wurde anschlieBend in Homogenisierungs-
puffer mit 2 % SDS aufgenommen und bei -20 °C gelagert wahrend der gewonnene S1
entweder direkt auf den Saccharosegradienten zur Ultrazentrifugation bei 100000 g und 4 °C
fir 2 h aufgetragen oder ein weiteres Mal bei 15000 g und 4 °C fir 30 Minuten abzentrifugiert
wurde. Der nach 30-minditiger Zentrifugation erhaltene Uberstand 2 (S2) wurde mit 2 % SDS
versetzt und bei -20 °C gelagert. Der erhaltene Zentrifugations-niederschlag (P2) wurde im
Gegensatz zu P1 in Krebspuffer resuspendiert und im Anschluss zur Ultrazentrifugation auf
einen Saccharosegradienten aufgetragen.
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Fir die Saccharosedichtegradientenultrazentrifugation wurden eine 0,8 M und eine 1,2 M
Saccharoselésung genutzt, wobei 800 ul der 0,8 molaren Lésung in einem dickwandigen
Polycarbonatréhrchen vorsichtig Gber 500 pl der 1,2 molaren Saccharoselésung geschichtet
wurden. Auf die 0,8 molare Saccharoselésung wurden anschlieBend 100 pl mit 200 pg Protein
der genutzten Fraktion (S1 oder P2) aufgetragen und der dann fertige Zentrifugationsansatz
in einem Ausschwingrotor bei 4 °C und 100000 g fiir 2 h abzentrifugiert. Nach erfolgter
Zentrifugation wurden schrittweise, folgendem Schema entsprechend (vgl. Abbildung 17),
bestimmte Volumenfraktionen des Gradienten abgenommen, um die Interphase von den

Saccharoseschichten zu trennen und fur eine spatere Westernblotanalyse zu nutzen.

250 — )
2504 —
250p —
300 —

} 1.4ml

250 —

250l —

Soll auf eine erfolgreichen Synaptosomenisolation eine Immunoprazipitation erfolgen, musste
die Synaptosomen beinhaltende Interphase zuvor von der Saccharose befreit werden. Hierzu
wurden zunachst mehrere Interphasen des gleichen Versuchansatzes aus demselben
Primarhomogenat in einem Eppendorfgefd3 gesammelt und anschlieBend zu gleichen
Volumina auf vier verschiedene Polycarbonatzentrifugationsréhrchen aufgeteilt und im
Folgenden mit 1 ml Homogenisierungspuffer versetzt, worauf dabei zu achten war, dass 1,5 ml
nicht Gberschritten wurden. Die mit HM-Puffer verdinnten Interphasen wurden bei 100000 g
bei 4 °C fiir 2 h abzentrifugiert und nach Entfernung des Uberstanden im selben Volumen
IP-Lysepuffer aufgenommen wie sie zuvor fir das Waschen aufgeteilt wurden. AnschlieBend
wurden die gewaschenen Interphasen gesammelt und konnten nach der Bestimmung des

Proteingehalts fir eine Immunoprazipitation genutzt werden.
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Zur Bestimmung des Proteingehalts verschiedener Proteinldsungen wurde die
Bicinonchonins&dure-Methode verwendet bei der Cu?*-Kationen durch die Peptidbindungen
von Proteinen zu Cu*-Kationen reduziert und wiederum von Bicinonchoninsaure chelatisiert
werden. Die Cu*-Bicinonchoninsdure-Chelate bilden einen lilafarbenen Komplex dessen
Absorption bei 562 nm gemessen werden kann (Smith et al., 1985).

Zunachst musste eine BSA-Standardreihe zu Erstellung einer Kalibrierungskurve in den
Lésungsmitteln der zu messenden Proteinldsungen hergestellt werden, die folgende

Konzentrationen besaf:
1000 pg/pl, 500 pg/ul, 250 pg/ul, 125 pg/ul, 62 pg/ul, 31 pg/ul

FUr die photometrische Bestimmung bei 562 nm wurden 100 ul der, nach dem ,Pierce BCA
Protein Assay Kit* angesetzten, Entwicklerldsung in die Vertiefungen einer 96-Loch-Platte
pipettiert und mit 2 pl des BSA-Standards und der Proben versetzt. AnschlieBend wurde die
96-Loch-Platte mit den zu messenden Proben fir 30 Minuten bei 60 °C inkubiert und die
Absorption mit dem Multiskan SC bei 562 nm gemessen, wobei die Héhe der Absorption mit
der Proteinmenge in der Probe korreliert. Die Messungen der Standards und der Proben
erfolgte dabei in Duplets.

Vor der Proteinspiegelanalyse mussten die Proteine der Proteinlésungen Uber eine SDS-
PAGE nach ihrer GréBe aufgetrennt werden. Hierbei wurde sich das Prinzip zu Nutze gemacht,
dass in einem konstanten elektrischen Feld gréBere Proteine weniger schnell Proteine durch
ein ,molekulares Sieb“ wandern als Kleinere. Das SDS in dieser Art von Gelelektrophorese
sorgt dabei flr die Denaturierung bzw. Linearisierung der Proteine und flr eine gleichmaBige,
auBere, negative Ladung. Vor der Durchfiihrung der SDS-PAGE mussten zunachst Laemmli-
Polyacrylamid-Gele hergestellt werden. Die Zusammensetzung dieser Gele ist in Tabelle 15
dargestellt.
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Sammelgel

. | Sammelgel- | VE-
Prozentigkeit | Acrylamid APS (10%) | TEMED |Gesamtvol.
puffer (4x) |Wasser

1 % 1ml 2,5ml 6,5ml | 100 pl 10 pl 10 ml

Trenngel

Trenngel- VE-
Prozentigkeit | Acrylamid APS (10%) | TEMED | Gesamtvol.
puffer (4x) | Wasser

7 % 1,75 ml 2,5ml 5,75 ml | 100 pl 10 pl 10 ml
10 % 2,5ml 2,5ml 5 ml 100 pl 10 pl 10 ml
12 % 3 ml 2,5ml 45ml {100 pl 10 pl 10 ml

Hierbei war zu beachten, dass zunachst die gewlnschte Trenngellésung in eine 0,1 mm
GelgieBkammer gefillt und ausgehértet wurde. Um zu gewdhrleisten, dass die entstehende
Trennkante zwischen Sammel- und Trenngel vollkommen eben ist, wurde auf das Trenngel
eine Schicht Aceton aufgetragen, die nach dem Aushéarten des Geles von diesem
heruntergewaschen wurde. AnschlieBend wurde das Sammelgel direkt auf das erhartete
Trenngel gegossen und mit einem 1 mm 10er Gelkamm versehen. Die Gele wurden 2-4 h bei
RT auspolymerisieren gelassen und 24 h vor der Nutzung in einem feuchten Umschlag bei
4 °C gelagert. Die Proben fiir die SDS-PAGE wurden nach der Bestimmung des Proteingehalts
Uber die BCA-Probe mit einem 5x SDS-Ladepuffer vermischt, wobei dessen Endkonzentration
in einer Probenldsung mit 2-20 pg Protein verdinnt in den jeweiligen Loésungsmitteln 1x sein
sollte. Ausnahmen bildeten die Immunopréazipitationen (vgl. 4.2.1.5) Im Anschluss werden die
Proben flr 10 Sekunden anzentrifugiert, bei 99 °C fir 5 Minuten und 900 rpm auf einem
Thermoschuttler gekocht, auf Eis fir eine Minute abgeklhlt und erneut 10 Sekunden
anzentrifugiert. Die Gele wurden in eine Mini-PROTEAN Tetra Vertical Elekirophoresis Cell
eingespannt, die Kammer mit ca. 1L Laufpuffer gefillt und die Proben auf das Gel
aufgetragen. Zur GréBentrennung wurde zunachst eine Spannung von 80 V angelegt bis die
Lauffront die Grenze zwischen Sammel- und Trenngel erreichte und sich der SDS-PAGE-
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Marker (PageRuler Prestained Protein Ladder) anfing in seine unterschiedlichen
GréBenbanden aufzutrennen. Fir die restlichen ca. 1,5 h wurde die Spannung auf 120 V
erhéht. Kurz bevor die Lauffront das Ende des Gels erreichte wurde die Elektrophorese
abgebrochen, das Gel aus der Kammer entfernt und flr eine Westernblotanalyse genutzt.

4.2.4.1 Proteintransfer auf verschiedene Membranen

Zur Ubertragung der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine Membran

wurden zwei verschiedene Methoden verwendet:

Fir die zuverlassige Ubertragung von Proteinen bis hin zu einer GréBe von ca. 130 kDa
wurden Membranen aus Nitrocellulose verwendet. Diese Membranen wurden in
1x Transferpuffer mit dem Gel sowie zwei Wattmanpapieren und zwei Schwammen wie in
Abbildung 18 dargestellt zusammengelegt und in die Kammer eines mit Transferpuffer
beflillten Wet/Tank Blotting System Kammer eingespannt. Die anschlieBende Ubertragung der
Proteine auf die Membran erfolgte bei 30 V und RT Gber Nacht.

Sollten Proteine gréBer als 130 kDa transferiert werden wurde auf PVDF-Membranen
zurlckgegriffen. Diese Membranen mussten vor der Nutzung mindestens 15 Sekunden in
100 %igem Methanol aktiviert werden und der hier genutzte Transferpuffer beinhaltete, im
Gegensatz zu dem fur die Nitrozellulosemembranenen genutzten Puffer, kein Methanol. Der
Aufbau der Transferapparatur gleicht der bereits oben beschriebenen und in Abbildung 18
dargestellten. Der Transfer der Proteine erfolgte allerdings in einem Kihlraum bei 4 °C und
30 V Uber Nacht.
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Western Blot Setup
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Gel
Transfer Membrane

Separated
Components

Filter Paper
Pads
Support Grid

Tracking Dye ~

Abbildung 18: Darstellung einer Westernblottkammer mit eingespannter Haltevorrichtung und Schwamm,
Blottpapier, Gel und Nitrocellulose Blotmembran ,Sandwich®. VergréRert sieht man die Schichtung der einzelnen
Bestandteile und die Orientierung von Gel und Nitrocellulosemembran zu Anode und Kathode.
(http://www.antibodies-online.com/images/news/WesternBlotSetup.jpg=)

4.2.4.2 Entwickeln und Auswertung der Westernblots

Zur Auswertung der Proteinspiegel mussten diese zun&chst auf den Blotmembranen sichtbar
gemacht werden. Hierzu wurde eine auf Antikérpern basierende Methode genutzt, bei der die
Proteine Uber die Markierung mittels Primarantikérpers, der wiederum mit einem an eine
Meerrettichperoxidase gekoppeltem Sekundéarantikbrper markiert wurde, in einem

Chemilumineszenzentwickler sichtbargemacht werden.

Blockierung der Membranen und Markierung der Proteine mit priméren

Antikérpern

Um unspezifische Antikdrpersignale bei der spateren Entwicklung zu verhindern bzw. zu
vermindern, wurden unspezifische Bindestellen auf den Membranen mit Hilfe einer
Blockierldsung abgesattigt. Hierzu wurden die Membranen auf einem Schuttler (ROCKER 2D
basic von IKA) bei 20-40 rpm fir 1 h mit der Blockierlésung inkubiert und anschlieBend 3-mal
10 Minuten mit PBST gewaschen.
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Die blockierten und gewaschenen Membranen wurden im Anschluss in einer 0,1 %
Natriumazid haltigen PBST-L&sung mit unterschiedlichen Antikérperverdiinnungen (1:1000,
1:500, 1:250) Gber Nacht bei 4 °C und 20 rpm auf einem Schittler (DUOMAX 1030 von
Heidolph) inkubiert.

Nach der erfolgten Primarantikdrperinkubation wurden die Membranen zunachst 3-mal fir 10
Minuten mit PBST gewaschen, um residuale Spuren des Primarantikérpers zu entfernen.
AnschlieBend wurden die gewaschenen Membranen flr 1,5 h bzw. 1h fir Sekundarantikérper
aus dem Meerschweinchen bei RT mit den an eine Meerrettichperoxidase gekoppelten
Sekundarantikérpern inkubiert. Die Sekundérantikdrper wurden hierzu in einer Verdinnung
von 1:5000 in PBST angesetzt. Ausnahme war der Sekundéarantikbrper bei einer
Primarantikérperfarbung gegen MYH14. Dieser wurde in einer Verdinnung von 1:300 in PBST
angesetzt. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Membranen erneut 2-mal fir 10 Minuten
mit PBST gewaschen und konnten anschlieBend entwickelt werden.

Fur die Entwicklung der Westernblots wurden die Membranen mit 2 ml einer zuvor
hergestellten Entwicklerldsung benetzt und in einem Chemilumineszenzentwickler (Amersham
Imager 600, Fusion-SL 3500.WL) bei semiautomatischer oder inkrementeller Belichtung
entwickelt. Die Blots wurden anschlieBend 3-mal mit PBST fir 10 Minuten gewaschen und
konnten flr neue Analysen mit neuen Primarantikdrpern wiederbenutzt werden, solange es

keine Kreuzreaktivitaten oder einen zu starken Hintergrund gab

Die Auswertung der entwickelten Westernblots erfolgte densitometrisch mit Imaged Fiji.

Die Kolloidal-Comassie-Farbung von Gelen wurde vor Allem zur Sichtbarmachung der
Proteinbaden im Gel flr eine spatere massenspekirometrische Analyse verwendet. Fir die
Farbung der Gele wurde zunachst die Farbel6sung angesetzt indem eine Lésung aus 60 ml
H-O und 20ml 100 % MeOH unter Rihren und tropfenweiser Zugabe mit 20 ml
5x konzentrierter Roti-Blue-Lésung versetzt wurde. Diese Ldsung wurde anschlieBend
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vollstandig (100ml) auf ein Gel gegeben und lber Nacht bei RT auf einem Schuttler inkubiert.
Am darauffolgenden Tag wurde die Comassielésung von den Gelen entfernt und diese bei RT
mit ddH>O gewaschen bis die blauliche Hintergrundfarbung der Gele verschwunden war,
wobei das Wasser mehrere Male ausgetauscht wurde.

Fir eine fluoreszenzmikroskopische Analyse von Zellen mlssen diese mit fluorophor-
gekoppelten Antikérpern gefarbt werden. Hierzu wurden entsprechend ausgesate Zellen (vgl.
4.1.3) 1-mal mit 0,5 ml PBS gewaschen und mit 0,5 ml ROTI-Histofix 4 % far 15 Minuten bei
RT fixiert. Nach Fixierung der Zellen wurden diese 3-mal mit 0,5 ml PBS gewaschen und mit
0,5 ml vorher auf -80°C gekihltem, 100 %igem Methanol fir 5 Minuten bei -20 °C
permeabilisiert. Danach wurden die Zellen erneut 3-mal mit PBS gewaschen und konnten
gefarbt werden. Zur Farbung wurden die zelltragenden Deckglaser auf einen zuvor mit
Parafilm abgedeckten Objekttrager gelegt, wobei die Zellseite nach oben zeigt. Die Zellen
wurden mit 100 ul PBS bedeckt, was wiederum mit einem Mikrofasertuch vorsichtig abgesaugt
und mit 100 pl einer mit 0,1 % Natriumazid versetzten 3 %igen BSA-Lésung (vgl. 3.7.1)
ausgetauscht. Die Blockierung der unspezifischen Antikérperbindestellen wurde fir 5 Minuten
bei 4 °C durchgeflihrt. Im Anschluss wurden die Zellen mit 100 ul PBS gewaschen, mit 100 pl
einer 1:100 verdinnten Antikérperldsung (vgl. Tabelle 3) bedeckt und lber Nacht in einem
verschlieBbaren, befeuchteten Behdlter bei 4 °C inkubiert. Nach erfolgter Priméar-
antikérperinkubation wurden die Zellen wiederholt mit 100 ul PBS gewaschen, mit 100 pl einer
1:200 verdinnten, fluorophogekoppelten Sekundarantikérperlésung bedeckt und fir 2 h bei
RT in Dunkelheit inkubiert. Im Anschluss wurde erneut 3-mal mit 100 ul PBS gewaschen und
anschlieBend unter Lichtausschluss mit 100 pl einer 1:1000 in PBS verdinnten DAPI-L&sung
bei RT behandelt, die nach 15-minltiger Dauer durch 3-maliges waschen mit 100 pl PBS
entfernt wurde. FUr das Eindecken der Zellen wurde der Parafilm mit den Deckglasern
vorsichtig von den Objekttragern entfernt und je ein Tropfen Eindeckmedium pro Deckglas auf
einen Objekttrager gegeben. Die Deckglaser wurden darauffolgend vorsichtig an einem
Mikrofasertuch abgetupft und mit der zelltragenden Seite auf das Eindeckmedium gelegt,
wobei darauf zu achten war, dass sich im Eindeckmedium keine Luftblasen bilden. Das
Uberschussige Eindeckmedium wurde vorsichtig mit einem Mikrofasertuch entfernt und die
Deckglaser auf dem Eindeckmedium mit ROTI-Seal versiegelt. Die fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahme der fertiggestellten Praparate wurden mit Hilfe eines LSM (TCS

SP5 Confocal microscope) durchgefiihrt.
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Zur Isolation von RNA aus Gewebeproben wurde das TRI-Reagent-Protokoll von Sigma-
Aldrich genutzt. Hierfir wurden zunachst wie in (Isolation von Synaptosomen aus dem
Gehirngewebe adulter Ratten) beschrieben die Gehirne trachtiger, adulter Ratten isoliert.
Diese wurden fir die weitere Verarbeitung weiter in Cerebellum, Hippocampus, Cortex und
restlichem Hirngewebe unterteilt und anschlieBend fir die RNA-Isolation genutzt. Alternativ
konnten zuvor praparierte und bei -80 °C gelagerte Hirngewebestlicke fir die Isolation genutzt
werden. Cerebellum, Hippocampus, Cortex und restliches Gewebe wurden in einem 15 ml
Falcon gewogen, in 1 ml TRI-Reagenz pro 100 mg Gewebe aufgenommen und mit einem
Gewebehomogenisator nach Potter-Elvehjem bei 1300 rpm homogenisiert. Um die
vollstédndige Dissoziation von Nukleoproteinkomplexen zu gewahren wurden die Proben fir 5
Minuten bei RT stehen gelassen. Im Anschluss wurden sie mit 0,2 ml Chloroform pro Milliliter
genutztem TRI-Reagenz versehen, fir 15 Sekunden stark geschittelt und fur weitere 15
Minuten bei RT stehen gelassen. Zur Phasentrennung in organische-, inter- und wassrige
Phase wurden die Proben bei 10000 g und 4 °C flr 20 Minuten zentrifugiert. Die entstandenen
Phasen enthielten entsprechen Proteine (organische Phase), DNA (Interphase) und RNA
(wassrige Phase).

Far die anschlieBende RNA-Isolation wurde die wassrige Phase vorsichtig abgenommen und
mit 0,5 ml 2-Propanol pro eingesetztem Milliliter TRI-Reagenz vermischt. Diese Lésung wurde
fir 10 Minuten bei RT inkubiert und bei 12000 g und 4 °C fir 10 Minuten abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das entstandene RNA-Pellet in 1 ml 75 %igem Ethanol
pro 1ml TRI-Reagenz aufgenommen. Die Proben wurden danach mittels Vortexer
aufgemischt und nochmals bei 7500 g und 4 °C fir 5 Minuten abzentrifugiert. Das RNA-Pellet
wurde anschlieBend bei RT fir 5-10 Minuten luftgetrocknet und in 300 pl 60 °C warmem
DEPC-H20 geldst. Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte mit DEPC-H>O genulltem
NanoDrop 1000.
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Die Generierung von cDNA aus zuvor isolierter RNA bzw. mRNA erfolgte mit dem Omniscript-
RT-Kit (Quiagen). Hierzu wurden zunachst RNA-Proben mit DEPC-H>O auf eine Konzentration
von 1 pg/ul verdunnt, bei 65°C fir 5 Minuten auf in einem Thermocycler erhitzt und
anschlieBend auf Eis fur 1 Minute abgekihlt. 10 pl dieser RNA-Verdinnung wurden im
weiteren Vorgehen fUr die reverse Transkription zu 10 pl eines 5-fach Reaktionsansatzes (10
ul 10x RT Puffer [Quiagen], 10 ul dNTP-Mix [5 mM, Quiagen], 10 ul oligo(dT)15-Primer [10 pM,
Promega], 5 pl RNAsin [Promega], 5 pl reverse Transkriptase [Quiagen], 10 ul DEPC-H20)
gegeben und in einem Thermocycler bei 37 °C fur 60 Minuten inkubiert. Zur Kontrolle auf DNA-
Verunreinigungen wurde eine Mock-reverse Transkription durchgefuhrt, bei der die reverse
Transkriptase im Reaktionsansatz durch DEPC-H2O ersetzt wurde. Die hergestellte cDNA
konnte, wenn sie nicht direkt im Anschluss fir weitere Analysen genutzt wurde, bei -20 °C

weggefroren werden.

Die Mengenamplifikation der in der reversen Transkription hergestellten cDNA erfolgte mit
Hilfe der Polymerasen-Kettenreaktion. Zunachst wurde hierzu ein 10-fach Reaktionsansatz
aus 25 pl 10x PCR-Puffer [Invitrogen], 7,5 ul MgClz [50 mM, Invitrogen], Sul dNTPs [10 mM,
PeqgLab], 10 pl 1:10 verdinnter vorwarts und rlickwarts Primer [100 pmo/ul] (vgl. Tabelle 6),
2 ul Tag-DNA-Polymerase [Invitrogen] und 190,5 pl ddH20 hergestellt. Von diesem wurden
24 ul zu 2 pyl cDNA aus der reversen Transkription gegeben bzw. fur die Kontrolle zu 2ul ddH20
und die PCR in einem Thermocycler durchgefihrt. Alternativ wurde fir den PCR-Ansatz das
Phusion High-Fidelity PCR Kit von Thermo Fisher genutzt. Fir die PCR wurden die Proben
initial 4 Minuten lang bei 95 °C erhitzt und anschlieBend flr 35 Zyklen amplifiziert. Bei jedem
Zyklus wurde dabei die cDNA fur 1 Minute bei 95 °C denaturiert, die Primer bei 60 °C fir
30 Sekunden an Selbige nun einzelstrangige gebunden und die gebundenen Primer bei 72 °C
fir 1 Minute elongiert und die cDNA ampilifiziert. Die AbschlieBende Elongation erfolgte im
letzten Schritt bei 72 °C fir 5 Minuten, wonach die Ansatze auf 4 °C heruntergekihlt wurden.
Die Analyse der PCR-Produkte wurde Uber eine Agarosegelelektrophorese durchgeflhrt.
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Bei der Agarosegelelektrophorese werden, ahnlich wie bei der SDS-PAGE, Molekiile in einem
konstanten elektrischen Feld tber ein molekulares Sieb nach ihrer GréBe aufgetrennt. Es
entfallt der Zusatz von Ladungsgebern, da die DNA dank ihres Phosphatriickgrats Uber eine
nattrliche negative Ladung verfligt, die es ihr ermoglicht in einem elektrischen Feld in Richtung
Anode zu wandern. Die dabei genutzten Gele wurden aus in TAE-Puffer geléster Agarose
hergestellt, wobei die Agarosekonzentration die PorengréBe und damit den Auftrennungs-
bereich des Gels bestimmt. Hierfir wurden zunachst 1 g Agarose mit 100 ml TAE-Puffer
gemischt und in einer Mikrowelle fur 2 Minuten aufgekocht und mit ein bis zwei Tropfen
Ethidiumbromid versetzt. Die leicht abgekihlte Agaroselésung wurde anschlieBend in eine
horizontale Gussvorrichtung gegossen und fir 30 Minuten bei RT erhéarten lassen. Fir die
Elektrophorese wurde das Gel in der Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer Gberdeckt und
die zuvor mit 5x Gel-Ladepuffer versehenen Proben auf das Gel aufgeladen. Die Auftrennung
der PCR-Produkte wurde bei 50 V durchgefiihrt, bis die Lauffront die Mitte des Gels erreichte.
Sichtbar gemacht wurden die DNA-Banden mit Hilfe von UV-Licht (366 nm), da
Ethidiumbromid mit der DNA interkaliert und unter UV-Belichtung aufleuchtet.

Die Aufnahme der Gele erfolgte mit Hilfe des ,,Gel iX20 Imagers*.

Fir die Transformation kompetenter D5a-Bakterien wurden 2 pl des zu transformierenden
Plasmids noch vor dem Auftauen auf die Bakterien gegeben. Aufgetaut wurden die Bakterien
im Anschluss fiir 30 Minuten bei RT. Die aufgetaute Bakterienldsung erhielt im nachsten Schritt
bei 42°C fir 30 Sekunden einen Hitzeschock und wurde fur kurze Zeit auf Eis gestellt. Im
Folgenden wurden 300 pl LB-Medium zu der behandelten Bakterienldsung gegeben, worauf
die angesetzten Bakterienkulturen bei 37°C fir 60 Minuten auf einem Schdittler inkubiert
wurden. Ausplattiert wurden 300 pl des Transformationsansatzes auf zuvor bei 37°C
erwarmten Antibiotika haltigen Agaroseplatten. Das Antibiotikum der Agaroseplatten richtete
sich dabei nach der auf dem transfizierten Plasmid enthaltenen Antibiotikumsresistenz. Fir
das Wachstum der Kulturen wurden die Platten tber Nacht bei 37°C in einem Brutschrank
gelagert.

Am néachsten Tag wurden je zwei Klone fiir jedes Plasmid von den gewachsenen Kolonien mit

einer Pipettenspitze aufgenommen und 3 ml Selektionsantibiotikum haltiges LB-Medium mit je
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einem der entsprechenden Klone beimpft. Die angeimpften Kulturen wurden Uber Nacht bei
37 °C auf einem Schittelinkubator inkubiert und entweder wurden 2 ml der Bakterienkultur far
eine Mini-Plasmidpréparation genutzt oder es wurden weitere 400 ml eines selektions-
antibiotikumhaltigen LB-Mediums mit 1 ml flr eine Midi-Plasmid-Préparation beimpft. Bei
Zweiteren wurde die beimpfte Kultur bei 37 °C auf einem Schiittelinkubator tber Nacht
inkubiert und am Folgetag flr die Midi-Plasmid-Praparation genutzt.

4.3.6.1 Mini-Plasmid-Préparation

Die Mini-Plasmid-Praparation wurde mit Hilfe des PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit
durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der Zelllysate wurden zunachst 2 ml einer transformierten
Bakterienkultur bei 6000 g und 4 °C fir 10 Minuten abzentrifugiert und der bakterielle
Zentrifugationsniederschlag in 250 uyl RNAse A haltigem Resuspensionspuffer (R3)
resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 250 ul Lysepuffer (L7) und
vorsichtigem invertieren der Zelllésungen fir 5 Minuten. Zu beachten war, dass die Zellen nicht
mit einem Vortexer aufgemischt wurden. Die Lysate wurden im Anschluss far 5 Minuten bei
RT inkubiert, wobei 5 Minuten nicht Uberschritten wurden, und im nachsten Schritt durch
vorsichtiges Invertieren der Reaktionsgefée mit 350 pl Prazipitationspuffer (N4) gemischt bis
die L6sung homogenisiert war. Auch hier wurde kein Vortexer verwendet. Um die Lysate von
Lysetrimmern zu reinigen wurden die Ldsungen bei 12000 g und RT fur 10 Minuten
abzentrifugiert.

Die Uberstande wurden nach erfolgter Zentrifugation fiir die Bindung der DNA an die
Silikamembran der Zentrifugationsrérchen auf eben jene gegeben und zusammen mit diesen
in ein 2 ml Waschgefa3 gestellt. Es folgten mehrere Wasch- und Zentrifugationsschritte.
Zunachst wurden die Uberstande mit den Silikardhrchen bei 12000 g fir 1 Minute
abzentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Darauffolgend wurden 500 pl ethanolhaltiger
Waschpuffer (W10) auf die Saulen gegeben, diese bei RT fur eine Minute inkubiert und
anschlieBend bei 12000 g fir 1 Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde ebenfalls verworfen
und die Saulen erneut mit 700 pl ethanolhaltigem Waschpuffer (W9) durch einminltige
Zentrifugation bei 12000 g gewaschen. Zur Entfernung residualen Waschpuffers wurden die
Saulen wieder bei 12000 g fir 1 Minute zentrifugiert und waren nach Entsorgung des
Durchflusses fur die Eluation der DNA bereit.
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Fir die Eluation der DNA von der Silikamembran wurde die S&ulchen in ein sauberes 1,5 ml
Reaktionsgefan gestellt und mit 75 pl bei 60 °C erhitztem TE-Puffer (TE) versehen. Die Saulen
wurde bei RT far 1 Minute inkubiert und danach bei 12000 g fir 2 Minuten abzentrifugiert. Die
Eluation wurde erneut mit dem Durchfluss wiederholt. Die gewonnene DNA konnte
anschlieBend fir eine Analyse mittels Agarosegelelektrophorese genutzt oder bei -20 °C

eingefroren werden.

4.3.6.2 Midi-Plasmid-Préparation

Die Midi-Plasmid-Praparation wurde mit dem NucleoBond Xtra EF plasmid purification Kit
durchgefihrt. Hierzu wurden 400 ml einer zuvor in LB-Medium angesetzten Bakterienkultur
bei 6000 g und 4 °C fir 10 Minuten abzentrifugiert und der bakterielle Zentrifugations-
niederschlag in 8 ml RNAse haltigem Resuspensionspuffer (RES-EF) resuspendiert. Flr die
Lyse der Zellen wurde die Suspension vorsichtig durch 5-minltiges Invertieren mit 8 ml
Lysepuffer (Lys-EF) gemischt und die Mischung bei RT fir 5 Minuten inkubiert. Im né&chsten
Schritt wurden NucleoBond Xtra Saulen mit eingesetztem Filter mit 15 ml Equilibrationspuffer
(EQU-EF) equilibriert wahrend die Suspensionen mit 8 ml Neutralisationspuffer (NEU-EF)
gemischt und bis zu Entfarbung der Proben invertiert wurden. Es folgte eine 5-minutige
Inkubation der Suspensionen auf Eis. FlUr die Bindung der DNA an die Silikamembranen
wurden die Lysate auf die mit einem Filter bestiickten NucleoBond Xtra Saulen gegeben und
Uber Gravitation durch die Saulen laufen gelassen. Die Filter dienten zur Zurlickhaltung von
Lysetrimmern und anderen Prazipitaten, um die Silikamembranen nicht zu verstopfen. Im
Anschluss wurden die Saulen inklusive Filter mit 5 ml Filterwaschpuffer (Buffer FIL-EF)
gewaschen indem der Puffer vorsichtig auf den trichterférmigen Rand der Filter gegeben
wurde. Auch hier erfolgte der Durchfluss Uber den Zug der Schwerkraft. Nach beendetem
Waschschritt wurden die Filter entfernt und die Silikasdule mit 35 ml Waschpuffer mittels
Gravitationszug gewaschen (Buffer ENDO-EF). Es folgte ein erneuter Waschschritt mit 15 ml
Waschpuffer (Buffer WASH-EF) und im Anschluss die Eluation in 5 ml auf 50 °C vorgeheiztem
Eluationspuffer (Buffer ELU-EF).

Zur Aufreinigung der Plasmide aus dem Eluat wurde die DNA mit Isopropanol gefallt. Hierzu
wurden die Eluate mit 3,5 ml Isopropanol via Vortexer gemischt und bei 15000 g und 4 °C fir
30 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Zentrifugations-
niederschlag in 2 ml Endotoxin freiem, 70 %igem Ethanol resuspendiert. Im nachsten Schritt
wurde die Suspension bei 15000 g und RT fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand entfernt
und der Zentrifugationsniederschlag bei RT fir 10-15 Minuten getrocknet. Zum Abschluss der
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Aufreinigung wurde die isolierte DNA in ddH20 durch auf und ab pipettieren rekonstituiert und
die Konzentration mittels NanoDrop 1000 bestimmt. Gelagert wurden die isolierten Plasmide
bei -20 °C.

FUr die massenspektrometrische Untersuchung auf das Vorhandensein bestimmter Proteine
in Gelbanden wurden zunachst SDS-PAGE Gele angefertigt (vgl. 4.2.3). Aus einem Teil eines
Gels wurden nach einer Kollodidalcomassie-Farbung die zu untersuchenden Gelbanden
ausgeschnitten. Hierzu wurde der zweite Teil eines Gels per Westernblot auf eine Membran
Ubertragen (vgl. Westernblot) und aus der entstehenden Membran, auf der sowohl ein
vorgefarbter als auch ein nicht gefarbter ProteingréBenmarker aufgetragen wurde, eine
Schablone hergestellt, die bei der Lokalisierung der richtigen BandengréBe im Comassie
gefarbten Gel half. Fur die Herstellung der Schablone wurde die Membran in H6he des
ungefarbten Markers zerschnitten und in diesem Experiment je eine Halfte mit einem N-
terminalen und einem C-terminalen BAG3-Antikérper entwickelt. Die entwickelten Halften
wurden im Anschluss flir die Schablone Uber den ungefarbten Marker wieder

zusammengefigt.

Die massenspektrometrische Analyse der Gelbanden erfolgte durch: das Labor von Petra Beli
aus dem IMB in Mainz durchgefhrt.

Anfallende Sequenzierungen wurden von Eurofins Genomics Germany GmbH durchgefihrt.
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Die statistische Beurteilung der Signifikanz der Ergebnisse wurde mit IBM SPSS Statistics
Version 23 durchgefihrt. Hierzu wurden die Mittelwerte der Messungen der wiederholten
Experimente Uber eine One-Way-Anova analysiert. Das Signifikanzniveau einer einfachen
Signifikanz (*) gegenuber der Kontrolle lag bei einem p-Wert von = 0.05, das einer hohen
Signifikanz (**) bei = 0.01 und das einer héchsten Signifikanz (***) bei einem p-Wert von
> 0.001. In allen Abbildungen wurde zusétzlich zu den dargestellten Mittelwerten die

Standardabweichung als Fehlerbalken eingetragen.
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Der Prozess der Autophagie stellt ein Mittel bereit, Zellen auch unter Nahrstoffmangel mit
Energie und Stoffwechselbausteinen zu versorgen und spielt damit eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung des Zellmetabolismus. Besonders Neurone sind anféllig fir Glukose- und
Aminosaureentzug, denn sie besitzen einen hohen Nahrstoffbedarf und verbrauchen
dementsprechend einen GrofBteil der Energie innerhalb eines Organismus. Da es aufgrund
von Krankheiten oder Verletzungen, wie bspw. im Falle eines Schlaganfalls, immer wieder zu
einer Mangelversorgung kommen kann und Neurone hauptsdchlich auf Glukose als
Energielieferant angewiesen sind, sollte in einem zellularen Modell untersucht werden, ob
neuronale Zellen in gleicher Weise wie andere somatische Zellen auf den Entzug von Glukose
oder Aminosduren mit einer Erhéhung der autophagischen Aktivitat reagieren.

Fir die Bestimmung des autophagischen Fluxes unter Glukose- und Aminosaureentzug
wurden nicht neuronale Hela-Zellen zwei Stunden lang in einem der Entzugs- oder
Kontrollmedien inkubiert und gleichzeitig entweder mit DMSO oder 2 uM Bafilomycin A1
behandelt. Die Behandlung mit Bafilomycin A1 hat durch die Blockierung der lysosomalen
vATPase eine fehlende Ansauerung der Autolysosomen zur Folge und blockiert damit die
Degradation von Autophagosomen (Mauvezin and Neufeld, 2015). Dies fuhrt zu einer
Akkumulation LC3B-IlI-positiver Autophagosomen und ermdglicht durch die Bestimmung der
LC3B-II-Spiegel unter DMSO- und Bafilomycinbehandlung die Evaluation des autophagischen
Fluxes. Der autophagische Flux kann als Maf der autophagischen Aktivitat betrachtet werden
und ermdglicht damit Aussagen zur Induktion oder Hemmung der Autophagie. Die Auswertung
des autophagischen Fluxes erfolgte Uber die densitometrische Bestimmung der im
Westernblot dargestellten LC3B-1I-Signale durch die Differenzbildung zwischen Bafilomycin-
und DMSO-Behandlung mit zuvor durchgefihrter Normierung auf Tubulin. Die Darstellung des
autophagischen Fluxes erfolgte im relativen Vergleich zu einer Kontrollgruppe (vgl. (Klionsky
et al., 2016)).
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Wie erwartet konnte fir jede untersuchte Mediumsbehandlung in HeLa-Zellen ein Anstieg der
LC3B-1I-Spiegel unter Bafilomycinbehandlung im Vergleich zu den jeweiligen DMSO-
Behandlungen beobachtet werden. Auch der Anstieg der p62-Spiegel unter Bafilomycin A1
bestatigte die fehlende Degradation autophagosomaler Substrate (Abbildung 19 A). Der
Vergleich des autophagischen Fluxes zwischen den mit verschiedenen Inkubations-medien
behandelten HelLa-Zellen zeigte nach densitometrischer und statistischer Analyse folgende
Unterschiede. Der autophagische Flux unter Aminosaureentzug war mit 150,18 % + 25 % um
ca. 50 % im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikant erhéht. Der Unterschied im
autophagischen Flux zwischen Glukoseentzug und Kontrolle betrug ca. 19 %. Damit zeigte
sich zwar ein Trend fir einen erhdhten autophagischen Flux unter Glukoseentzug mit einer
Erhéhung auf 118,67 % * 12 %, aber kein statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle.
Far die mit Vollringer behandelte Gruppe lief3 sich ein um ca. 5 % erniedrigter autophagischer
Flux in Héhe von 94.62 % + 5,84 % im Vergleich zur Kontrolle ermitteln, wobei auch hier keine
statistische Signifikanz zur Kontrolle entstand (vgl. Abbildung 19 B).

Zusammenfassend zeigte ausschlief3lich der Entzug von Aminoséuren einen Einfluss auf den
autophagischen Flux von nicht neuronalen HelLa-Zellen, indem dieser den Flux bzw. damit die
autophagische Aktivitét erhéhte.
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Abbildung 19: Der Entzug von Aminoséauren erhéht den autophagischen Flux in HeLa-Zellen. A) Nicht
neuronale Hela-Zellen wurden zwei Stunden entweder mit 2 pM Bafilomycin A1 oder DMSO und gleichzeitig mit
Kulturmedium, Vollringer, Glukoseentzugsringer oder Aminosaureentzugsringer (AS-Entzugsringer) behandelt. Die
Zelllysate wurden Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Expressionsspiegel der Proteine p62, LC3B und
Tubulin mittels Immunoblot analysiert. Tubulin diente als Ladekontrolle. B) Densitometrisch und statistische
Auswertung des in A) gezeigten Immunoblots fir den aus den LC3B-II-Spiegeln ermittelten autophagischen Flux.
Die Signifikanz wurde Uber eine One-Way-Anova mit anschlieBendem Dunnett-T Post-Hoc-Test ermittelt. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit ihrer Standardabweichung. n.s.: nicht signifikant; **: p<0,01. n =4

99



Ergebnisse

Ahnlich wie die HeLa-Zellen wurden neuronale SH-SY5Y-Zellen im folgenden Ansatz fiir die
Bestimmung des autophagischen Fluxes zwei Stunden lang in einem der Entzugs- oder
Kontrollmedien inkubiert und gleichzeitig entweder mit DMSO oder 2 uM Bafilomycin A1
behandelt. Die Auswertung des autophagischen Fluxes erfolgte ebenso Uber die
densitometrische Bestimmung der im Westernblot dargestellten LC3B-Il-Banden durch die
Differenzbildung zwischen Bafilomycin- und DMSO-Behandlung mit zuvor durchgefihrter
Normierung auf Tubulin. Die Darstellung des autophagischen Fluxes erfolgte im relativen
Vergleich zu einer Kontrollgruppe.

Fir SH-SY5Y-Zellen zeigte sich unter Bafilomycinbehandlung ein mit Hela-Zellen
vergleichbarer Effekt fiir den Anstieg der LC3B-II-Spiegel unter den jeweiligen Inkubations-
bedingungen im Vergleich zu den mit DMSO behandelten Zellen. Als autophagisches
Rezeptorprotein wurde hier NBR-1 untersucht (vgl. Abbildung 20 A). Der Vergleich des
autophagischen Fluxes zwischen den mit verschiedenen Inkubationsmedien behandelten SH-
SY5Y-Zellen zeigte im Gegensatz zu entsprechend behandelten HelLa-Zellen keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Der autophagischen Flux fir Zellen unter Aminos&ure- und
Glukoseentzug lag im Vergleich zur Kontrolle bei 155,81 % bzw. 99,05 % mit je einer
Standardabweichung von 74,36 % bzw. 55,6 %. Damit zeigte der Aminosaureentzug einen
Trend in Richtung eines erhdhten autophagischen Fluxes, wéhrend der Glukoseentzug keine
Auswirkungen andeutete. Der autophagische Flux unter Vollringerbehandlung war im
Vergleich zur Kontrolle mit 114,9 % + 22,5 % erhdht, jedoch nicht statistisch signifikant (vgl.
Abbildung 20 B).

Im Gegensatz zu HelLa-Zellen, als Modell fiir somatische Zellen, verursacht weder der Entzug
von Aminoséduren noch der Entzug von Glukose einen statistisch signifikanten Anstieg des

autophagischen Fluxes in neuronale SH-SY5Y-Zellen.
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Abbildung 20: Aminoséaure- und Glukoseentzug zeigen keinen Einfluss auf den autophagischen Flux in SH-
SY5Y-Zellen. A) Neuronale SH-SY5Y-Zellen wurden zwei Stunden entweder mit 2 uM Bafilomycin A1 oder DMSO
und gleichzeitig mit Kulturmedium, Vollringer, Glukoseentzugsringer oder Aminosaureentzugsringer (AS-
Entzugsringer) behandelt. Die Zelllysate wurden Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Expressionsspiegel der
Proteine p62, LC3B und Tubulin mittels Immunoblot analysiert. Tubulin diente als Ladekontrolle. B)
Densitometrische und statistische Auswertung des in A) gezeigten Immunoblots fiir den aus den LC3B-II-Spiegeln
ermittelten autophagischen Flux. Die Signifikanz wurde lber eine One-Way-Anova mit anschlieBendem Dunnett-T
Post-Hoc-Test ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte mit ihrer Standardabweichung. n.s.: nicht signifikant. n = 4
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Das HSP70 Co-Chaperone BAGS3 ist ein wichtiger Knotenpunkt fiir autophagische Prozesse
in der Zelle. Allerdings besitzt es neben seiner Rolle in der Autophagie noch weitere
Funktionen im zellularen System. lorio et al. konnten zeigen, dass BAG3 durch die Interaktion
mit den SNARE-Proteinen Syntaxin-1 und SNAP25 wichtig fir die Insulinsekretion im
Pankreas ist. In diesem Abschnitt soll nun untersucht werden, ob BAG3 in ahnlicher Weise mit
mit den beiden SNARE-Proteinen in neuronalen Zellen interagiert, indem die Interaktion
zwischen BAG3 und SNAP25 bzw. Syntaxin-1 in synaptosomalen Praparationen aus
Rattengehirn untersucht wird. Flr diese Untersuchungen musste zundchst ein Isolations-
protokoll fir Synaptosomen entwickelt werden. Die Ergebnisse sind weiter unten dargestellt.

Bei Synaptosomen handelt es sich um intrazellulare Kompartimente aus pra- und
postsynaptischem Neuronen, die durch die Fusion der abgetrennten Nervenenden entstehen
und Uber die Synapse verbunden sind (Hebb and Whittaker, 1958, Whittaker et al., 1964,
Whittaker and Sheridan, 1965). Fir die Isolation der Synaptosomen zwecks spaterer Nutzung
in Immunoprazipitationen wurden Cortices und Hippocampi der Ratten homogenisiert und tber
verschiedene Zentrifugationsschritte aufgereinigt (vgl. 4.2.1.6). Die Synaptosomen
enthaltenden Fraktionen S1 und P1 wurden im Anschluss Uber eine Saccharose-
dichtegradientenultrazentrifugation aufgetrennt. Zur Analyse der Synaptosomenisolation
wurden anschlieBend festgelegte Volumina aus dem Gradienten entnommen und mittels
Immunoblot analysiert. Die Synaptosomen sollten sich dabei in der Interphase zwischen den
Saccharoseschichten gesammelt haben. Aufgetragen wurden jeweils 24 ul der jeweils
abgehobenen Fraktionen des Saccharosegradienten 1-9 in Abbildung 21 bzw. 1-6 in
Abbildung 22, (vgl. 4.2.1.6). Untersucht wurde die Verteilung synaptischer (PSD95),
mitochondrialer (TOM20) und nicht synaptischer Marker (CNPase, GM130), wie auch von
SNAP25, sowie BAGS innerhalb der unterschiedlichen Schichten. Abbildung 21 zeigt dabei
synaptosomale Praparationen der S1 und P2 Fraktionen der Homogenatsaufreinigung
wahrend Abbildung 22 eine weiterentwickelte Isolation der S1 Fraktion zeigt.

Wie die Ergebnisse zeigten, befand sich die héchste Konzentration an synaptischen und

mitochondrialen Markern, sowie an SNAP25 und BAG3 in der Synaptosomen tragenden
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Interphase zwischen beiden Saccharoseldsungen, wahrend die nicht synaptischen Marker wie
GM130, einem Golgimarker, so gut wie nicht in dieser Phase vorkamen. Die Interphase
beinhaltenden Fraktionen sind in den Abbildungen mit einem * gekennzeichnet. Zwar wurde
CNPase, ein Myelin-Marker, auch in der Synaptosomen enthaltenden Interphase erkannt,
allerdings war es in einer der friiheren Fraktionen, die sich in der 0,8 M Saccharoselésung
befand, starker angereichert (vgl. Abbildung 21). Grund fiir das Vorhandensein von CNPase
in der Interphasenfraktion waren Myelin-/Membranreste, die nicht vollstdndig von den
Synaptosomen abgetrennt werden konnten, was laut Literatur eine haufige Verunreinigung

von synaptosomalen Praparationen ist (Blitz and Fine, 1974).

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen daher eine erfolgreiche Etablierung eines Protokolls

fur die Isolation von Synaptosomen aus Hirngewebe.
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Abbildung 21: Proteingehaltsanalyse der abgenommenen Fraktionen der Saccharosegradienten-
Ultrazentrifugation aus S1 und P2 einer Rattenghirnhomogenatsaufreinigung zur Isolation von
Synaptosomen. Homogenate aus Rattencortices und -hippocampi wurden in mehreren Zentrifugationschritten
aufgereinigt und S1- und P2-Fraktion Uber eine Ultrazentrifugation in einem Saccharosedichtegradienten
aufgetrennt. A) Immunoblotanalyse der Saccharosedichtegradientenultrazentrifugation der S1-Fraktion einer
Aufreinigung von Rattencortex- und -hippocampushomogenat. B) Immunoblotanalyse der Saccharose-
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dichtegradientenultrazentrifugation der P2-Fraktion einer Aufreinigung von Rattencortex- und
hippocampushomogenat. Untersucht wurden das synaptische Protein PSD95, das mitochondriale Protein TOMZ20,
das Myelin assoziierte Protein CNPase, das Golgiprotein GM130, sowie das Co-Chaperon BAG3 und das SNARE-
Protein SNAP25. Die mit einem * versehene Fraktion bezeichnet die synaptosomentragende Interphasefraktion
wahrend die Zahlen 1-9 die abgehobenen Fraktionen der Gradienten bezeichnen. BAG3-Nt = N-terminaler BAG3
Antikdrper. BAG3-Ct = C-terminaler BAG3 Antikérper. n =3

Far die Weiterentwicklung der erfolgreich etablierten Synaptosomenpraparation wurden die
Fraktionen 1 und 2, 3 und 4, sowie 5 und 6 der Gradientenfraktionen des bereits zuvor
erarbeiteten Protokolls zusammengelegt und es wurden Isolationen aus der S1-Fraktion der
Homogenatsaufreinigung genutzt (vgl. Abbildung 16).

Auch hier zeigte sich, wie erwartet, ein dem vorherigen Protokoll &hnelndes Bild in der Analyse
der Immunoblots. Synaptosomale und mitochondriale Marker, sowie SNAP25, BAG3 und das
BAG3 assoziiertes Protein HSC70 konnten angereichert in der synaptosomentragenden
Interphasefraktion vorgefunden werden, wéahrend der Golgimarker GM130 und der
Myelinmarker CNPase hauptsachlich in anderen Fraktionen zu finden waren
(vgl. Abbildung 22). Die auch hier vorkommende Verunreinigung der Interphase mit CNPase
d.h. Myelin- und Membranresten, wurde bereits weiter oben erlautert.

Fiir eine erfolgreiche Synaptosomenisolation ist folglich die Nutzung der S1-Fraktion in der
Saccharosedichtegradientenultrazentrifugation ausreichend.
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Abbildung 22: Proteingehaltsanalyse der abgenommenen Fraktionen der Saccharosegradienten-
ultrazentrifugation aus der S1-Fraktion einer Rattengehirnhomogenatsaufreinigung zur Isolation von
Synaptosomen. Homogenate aus Rattencortices und —hippocampi wurden in mehreren Zentrifugationschritten
aufgereinigt und die S1-Fraktion Uber eine Ultrazentrifugation in einem Saccharosedichtegradienten aufgetrennt.
Immunoblotanalyse der lber eine SDS-PAGE aufgetrennten Fraktionen einer Saccharosedichtegradienten-
ultrazentrifugation der S1-Fraktion einer Aufreinigung von Rattencortex- und -hippocampushomogenat. Untersucht
wurden das synaptische Protein PSD95, das mitochondriale Protein TOM20, das Myelin assoziierte Protein
CNPase, das Golgiprotein GM130, sowie das Chaperon HSC70, dessen Co-Chaperon BAG3 und das SNARE-
Protein SNAP25. Die mit einem * versehene Fraktion bezeichnet die synaptosomentragende Interphasefraktion
wahrend die Zahlen 1-6 die abgehobenen Fraktionen der Gradienten bezeichnen. BAG3-Nt = N-terminaler BAG3
Antikérper. BAG3-Ct = C-terminaler BAG3 Antikérper. n = 3

5.2.2 BAG3 interagiert mit synaptosomalem Syntaxin-1

Far die Untersuchung der Interaktion von BAG3 und den beiden SNARE-Proteinen Syntaxin-1
und SNAP25 in synaptosomalen Pr&parationen wurden Immunoprazipitationen mit zwei
verschiedenen BAG3 Antikérpern durchgefiihrt. Die Nutzung eines zweiten, N-terminalen
Antikérpers erfolgte auf der Grundlage einer Publikation von Bruno et al. (Bruno et al., 2008),
die eine kleinere BAG3 Isoform mit einem N-terminalen Antikérper nachweisen konnten.
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Abbildung 23: BAG3 interagiert mit Syntaxin-1 in Synaptosomen. Zuvor aufgereinigte Synaptosomen wurden
in IP-Lysepuffer gewaschen, aufgenommen und in einer mit Protein A/G gekoppelten Magnetkiigelchen
durchgefihrten BAG3-Immunoprazipitaion genutzt. Die Prazipitationen wurden Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt
und mittels Immunoblot analysiert. Detektiert wurden das Chaperon HSC70, als Positivkontrolle, das Co-Chaperon
BAG3, und die SNARE-Proteine SNAP25 und Syntaxin-1. Cuniculares IgG diente als IgG-Kontrolle A)
Immunoblotanalyse der Co-Immunopréazipitation mit einem C-terminalen BAG3-Antikdrper. B) Immunoblotanalyse
der Co-Immunopréazipitation mit einem N-terminalen BAG3-Antikdrper. n =3; L: lange Belichtung, K: kurze
Belichtung. BAG3-Nt = N-terminaler BAG3 Antikérper. BAG3-Ct = C-terminaler BAG3 Antikérper
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Far die Durchflihrung der Immunoprazipitationen wurden die zuvor isolierten Synaptosomen
in IP-Lysepuffer gewaschen und aufgenommen. AnschlieBend folgte die Prazipitation durch
die beiden BAG3-Antikérper mittels magnetischer, Protein A/G-gekoppelter Kigelchen
(vgl.4.2.1.4). Als Eingangsmaterialkontrolle wurde 1 ug Protein der jeweiligen Synaptosomen

verwendet, um eventuelle Uberbelichtungen zu vermeiden.

Die Ergebnisse der mittels C-terminalem BAG3-Antikérper durchgefihrten Immuno-
prazipitationen zeigten eindeutige Signale fir Syntaxin-1, BAG3-Ct, BAG3-Nt, und HSC70,
wobei die HSC70- und BAG3-Nt-Banden relativ schwach waren. Die IgG-Kontrollen fir alle
genannten Proteine waren frei von spezifischen Signalen. SNAP25 hingegen zeigte in der
Prézipitation sowohl bei kurzer als auch langer Belichtung zwei Signale in der Nahe der Héhe
des SNAP25-Signals der Eingangskontrolle, die sich nicht eindeutig zuordnen lie3 (vgl.
Abbildung 23 A).

Ahnliche Beobachtungen lieBen sich fiir die mit dem N-terminalem BAG3-Antikdrper
durchgefiihrte Immunoprazipitation tatigen (Abbildung 23 B). Auch hier waren distinkte Signale
fr Syntaxin-1, beide BAG3 Varianten und HSC70 in der Prazipitation zu erkennen, wahrend
die 1gG-Kontrollen frei von Signal waren. Fir HSC70 und beide Varianten des BAGS3-
Antikdrpers sah man eine deutliche Anreicherung des Proteins in den Prazipitationen
gegenuber dem Eingangsmaterial und im Vergleich zum C-terminalen BAG3-Antikérper waren
die Signale fir HSC70 und BAG3-Nt in der Prazipitation deutlich starker ausgepragt. In der
Prazipitation des N-terminalen BAG3-Antikdrpers waren auBBerdem deutliche Signale fur
SNAP25 unter langer Belichtung zu erkennen, die allerdings im Vergleich zum
Eingangsmaterial erheblich schwécher waren. Auch hier zeigten die 1IgG-Kontrollen kein
spezifisches Signal. Die Interaktion mit SNAP25 blieb allerdings fraglich, da die IgG-Kontrollen
der hier nicht dargestellten Westernblots der Immunopréazipitationen von SNAP25 mit BAG3

nicht immer frei von Signal waren.

Die Ergebnisse der Immunoprézipitationen beider BAGS3-Antikérper aus einer
Synaptosomenisolation zeigen somit deutlich die erfolgreiche Co-Prézipitation von sowohl
Syntaxin-1 und BAGS3, als auch HSC70 und BAGS3 in synaptosomalen Isolationen aus
Rattenhirngewebe. Eine erfolgreiche und eindeutige Co-Préazipitation von SNAP25 und BAG3
konnte nur fur den N-terminalen BAG3-Antikérper gefunden werden.
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5.2.3 Mogliche kleinere, synaptosomale BAG3-Isoform

Bruno et al. ver6ffentlichen 2008 (Bruno et al., 2008) eine Publikation in der sie eine kleinere,
43 kDa grof3e, Synaptosomen-assoziierte Form von BAG3 beschreiben, die sie mit einem N-
terminalen BAG3 Antikdrper detektieren konnten. Da allerdings wenig Aufschluss dartber
gegeben wird wie diese verkirzte BAGS3-Isoform zustande kommt, sollte in dieser Arbeit
Uberprift werden inwiefern eine kleinere BAG3-Isoform zustande kommen kdnnte.

5.2.3.1 Ein N-terminaler BAG3-Antikbrper zeigt eine etwa 43 kDa gro3e Bande in den

Fraktionen einer Synaptosomenpréparation

Bruno et al. nutzten flr die Detektion einen N-terminalen BAG3-Antikdrper, der zum Zeitpunkt
der in dieser Arbeit durchgeflhrten Versuche nicht kommerziell erhaltlich war. Entsprechend
musste ein N-terminaler BAG3-Antikérper gefunden werden, der in der Lage war, diese kleiner
BAGS3-Isoform im Immunoblot zu erkennen. Fir den Vergleich verschiedener BAG3-Antikdrper
wurden neben zwei verschiedenen, unbehandelten SH-SY5Y-Lysaten auch Proben aus P1-
und P2-Fraktion der Homogenatsaufreinigung (vgl. Abbildung 16) aus Rattenhippocampus
und -cortex Uber eine SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und die BAG3-Antikérper im
Immunoblot an diesen Lysaten getestet. Bei den SH-SY5Y-Zellen handelt es sich um
undifferenzierte Zellen neuronalen Ursprungs und sie sollten aufgrund fehlender synaptischer
Verbindungen als Kontrolle dienen.
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Abbildung 24: Ein N-terminaler BAG3-Antikorper detektiert eine mégliche kleinere Isoform von BAGS3.
SH-SY5Y-Zellen wurden lysiert und zusammen mit Proben aus P1- und P2-Fraktion der
Hirnhomogenatsaufreinigung der Synaptosomenpréaparation (vgl. Abbildung 16) Gber eine SDS-PAGE aufgetrennt.

Die anschlieBende Analyse erfolgte mittels Immunoblot. A) Immunoblot der untersuchten Proben nach der
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Sowohl der C- als auch der N-terminaler BAG3-Antikérper zeigten fir beide SH-SY5Y-Lysate
keine Signale bei 43 kDa. Das erwartete Signal flr regulares bzw. vollstandiges BAG3
zwischen 70 und 100 kDa wurde sowohl fir beide SH-SY5Y-Lysate, als auch flr beide
Fraktionen der Homogenatsaufreinigung detektiert. Des Weiteren erkannten beide Antikdrper
in allen Proben ein Signal zwischen 55 und 70 kDa. Ein Signal, welches mit der von Bruno et
al. beschriebene, kleinere, synaptosomenassoziierte Isoform von BAG3 Ubereinstimmen
kdnnte, wurde ausschlieBlich vom N-terminalen BAG3-Antikdrper in der P1- und P2-Fraktion
der Homogenatsaufreinigung detektiert (vgl. Abbildung 24).

Die Analyse der Immunoblots zeigte deutlich, dass beide BAG3-Antikérper in der Lage waren
die bereits bekannte Isoform von BAG3 und zusétzlich eine nicht weiter definierte Bande zu
detektieren. Eine mdgliche kleinere Isoform von BAG3 konnte nur vom N-terminalen
BAG3-Antikérper und ausschlieBlich in Proben, die ausdifferenzierte, neuronale Zellen
enthalten, detektiert werden
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5.2.3.2 Eine Untersuchung der BAG3-mRNA aus Hirngewebe zeigt keine trunkierte BAG3
mRNA

A

TCCTTTAATTCAT

GLCCTAGCTCOTGES } 5-UTR

3CCC GGACCCTAACTAAGS
Exon 1 ATGAGCGCCGCCACCCAGTCGCCGGTCGATGCAGATGGCGTCCGGCARCGGAGCCAGCGACCGAGACCCCCTGCCOCCGGGCTGGGAG
ATCRAGATCGACCCGCAGACCGGCTGGLCCTTCTTCGTGGACCACAACANCCGCACCACGACGTGGARCGACCCGCGTGTGCCCCCT

GAGGGCCCTAAG

Exon 2 COACCAGGTTACATTCCCATTCCCGTCCACCATGAAGGCTCCGCAGAGGTCCCAGTCTCCTTTOCOTOGGGGCOTEACAGARACCAC
TCAGACAGATAAACAGTGTGGRACAGGTGCCGGCAGCTGCAACAGCCCRGCCCCCGATTGCCCACGGACCTGAG

Intron2

COATCTCAGTCTCCAGC TGCCTCTGAC TEC TCATCC TCGTCC TCC TCOOCCAGEC TOMNG TCC TC TGGC AGGAGCAGTC TGOGTAGE
CATCAGCTCCCCAGGGGTTACATACCCATCCOCGTGATACATGAGCAGARCATC ACCCGGCCAGCAGCCCAGCCETCCTTCCACCAR
GCCCAGARGACCCACTACCCAGCTCAGC AGGGTGAATACCAGCCCCAGC AGCCTGTOTACC ACAAGATCCAGGGGGACGAC TGGGAG
CCCCGGCCTCTTCGOGCCACATCTCCATTCAGSTCACCTGTCAGAGG TGCATEC AGCCGGGAGGGL TCTCCAGCCAGAAGCGGCACA
co T GG TGO AT ACGOTOGTTOACAGGICTO AL

Exon 3
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Intron 3 {
CCCATGACCCATCGAGAGCCTCCCCCTGTCACCC LACC.GAMACLAACC AGRAAGCAAGCCAGGCCTAGC TGG)!CAGLTCTCC CT
CCTGGACACATCCCC AT TC AACTGATCCGCAGECAGGCCGACTC TAAGCCTGTTTCTCAGAAACCACCTCCTCCTSCTGAGRAAGTG
GAAGT’GMGGTCTCC‘!‘CTGCCCCA).TI‘CCTI‘GTCCTTCTCCCGGCCCCGCCCCITCGGCTGTCCCTTCT’PCCCC'AAGAATGTGGCT
GCAGRAACCGAAGGCAGCCCCCAGCCCTGCCCCTGCAGAGGCTGCANCCCTCAAGTCAGGAGACGCCGRAGCGCCCH

AGAAAGCAATCCATCTCCCOUOTCAGGTCCAAGTC
TATGAACTCCAGCCCAGCAACCTTOAGCCCGAGCAGCCACTOCAGGARATCATOGGCGCCOTCOCAGCCCACARGGATAAGAAAGGT
EXOI‘I 4 7] CCTGAAAACGAAGATCCACARACTGAARGCCAACAGCTAGAAGCCARNGCCGCEACGCCTCCARACCCCAGCAGCRCAGCAGACTCG
GCTGGCAACCHGGTGGCTCCCTAG

GOTCCOCGTTGTAGAGACTTTTTAAGATGCA
AGTARCTTGOGGTGGAGSCARRGCGC]

ACTGCGGGACTTECAGTCACCTOGTTOTCTTTATTCATAGLCGCTTGGTATSC
TATTCTTACCCOTATARATALACAAGTTG
GAAGTCTAAC CTGATTTAGCCTIGGC TGTGGGCTOTCTTYS 3:_UTR
CTCTSGACCOTAGGGGGTTTTAGSTTTTOAGGZATACGCAGRGAGTTATAGGAACRAGAAACC CTTTCAGATS CACCATTT

TOATOAGAT AACCTTCATT TCGTTACTOAAACATC TAACTTCAGCTACAATGAGATATGCARGGAGCCGTAGAAMTAGATCTACGTT
GEARTGGCTTTAATGTIGTTAC AT T TCGGGCAGGCLOCATAGRALATAARGCCATTGTATAAGTCTCA
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Abbildung 25: Vereinfachte Ubersicht der BAG3-Genstruktur. Darstellung der Lage der PCR-Primer im BAG3-
Gen und mRNA. A) Nukleotidsequenz des BAG3-Gens mit gekennzeichneten Exons (blau) und Introns (grau) sowie
BAG-Domane (cyan), UTRs (orange) und genutzten PCR-Primern (schwarz mit roter Schrift). B) Schematische
Abbildung der BAG3-Exons (blau) und der Lage der PCR-Primer (rot), der BAG-Doméne (cyan) und der UTRs
(orange). Die Sequenzen der hier genutzten Darstellung stammen von ensembl.org. Transkript: BAG3-201
ENTS00000369085.7; Exon1: ENSE00001448780; Exon2: ENSE00001002489; Exon3: ENSE00001002492;
EXON4: ENSE00001448778
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Zur Untersuchung, ob die von Bruno et al. beschriebene, aus Hinrmaterial isolierte, kleinere
Form von BAG3 und die hier gefundenen 43 kDa groBen Banden des N-terminalen BAG3
Antikérpers auf einer C-terminal trunkierten BAG3-mRNA basieren, wie es die Ergebnisse aus
5.2.3.1 vermuten lassen, wurde eine Amplikonanalyse von BAG3-cDNA mittels Agarose-
gelelektrophorese durchgefiihrt. Hierzu wurde RNA aus verschiedenen Gehirnarealen der
Ratte isoliert und anschlieBend Uber eine reverse Transkription in BAGS3-cDNA
umgeschrieben. Die erhaltene cDNA wurde im nachsten Schritt mit Hilfe zweier Primer
(vgl. 3.4.2) via PCR amplifiziert und mit Hilfe eines ethidiumbromidhaltigen Agarosegels
aufgetrennt und analysiert. Die Lage der Primer ist in Abbildung 25 dargestellt. Der
Vorwartsprimer befand sich im Exon 3 des BAG3-Gens, wahrend der Rickwartsprimer im
3-UTR lag. So konnte bei der Annahme gleicher 3-UTRs fir beide BAG3-Isoformen,
gewahrleistet werden, dass sowohl eine trunkierte als auch die normal groBBe Isoform in einer

Agarosegelelektrophorese sichtbar wird.
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Abbildung 26: Keine kleinere BAG3 Isoform liber die Herstellung von cDNA in verschiedenen
Rattenhirnregionen nachweiBbar. Aus Cerebellum, Hippocampus, Cortex und restlichen Hirnarealen der Ratte
isolierte RNA wurde mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben und diese im Anschluss mittels BAG3
spezifischer Primer Uber eine PCR amplifiziert. Die Amplikons wurden Uber eine Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt und Uber die Interkalation mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht. Fur die negative
Kontrolle wurde keine cDNA zum PCR-Ansatz gegeben, wahrend die Mock-PCR-Proben in der reversen

Transkription keine reverse Transkriptase enthielten. n = 1

Die Ergebnisse der Agarosegelelektirophorese zeigten, dass in allen vier Geweben nur ein
BAGS3 spezifisches Amplikon detektiert werden kann. Verunreinigungen kénnen aufgrund der
negativ Kontrolle und der bandenlosen Mockkontrollen ausgeschlossen werden. Des Weiteren
sind die observierten Banden fiir Hippocampus und Cortex schwacher als die restlichen beiden
(vgl. Abbildung 26).

Eine Entstehung einer kleineren BAGS3- Isoform Uber eine trunkierte BAG3-mRNA ist laut
dieser Ergebnisse eher unwahrscheinlich.
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5.2.3.3 Sequenzierung der BAG3 c¢DNA und Alignement der resultierenden

Aminosduresequenz zeigen keinen Hinweis auf RNA- Editing

Aufgrund der unauffalligen PCR-Ergebnisse wurden die entsprechenden Banden aus dem
Agarosegel extrahiert und die gewonnene cDNA sequenziert. Grund hierfir ist die Mdglichkeit
der Entstehung einer kleineren Isoform durch APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing
enzyme, catalytic polypeptide-like) vermitteltes RNA-Editing, bei dem Cytosine Uber eine
Deaminierung in Uracil umgewandelt werden und entsprechend Stoppcodons entstehen

kdnnen.

Représentative Ausschnitte aus den Sequenzierungen und ein entsprechender Abgleich der
resultierenden Aminosauresequenzen sind in Abbildung 27 dargestellt. Die Sequenzierung
zeigte ausschlieBlich distinkte, einzelne Signale und deutete aufgrund fehlender
Doppelsignale nicht auf eine Umwandlung von Cytosin in Uracil hin. Der Abgleich der
resultierenden Aminosduresequenzen der cDNAs aus den verschiedenen Hirnregionen mit
der in der NCBI-Datenbank hinterlegten Aminosauresequenz der codierenden Sequenz von
BAG3 zeigte keinen Austausch von Glutaminen mit einem Stoppcodon und auch sonst keine
weiteren Austausche (vgl. Abbildung 27).
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cerebellum for
hypocampus for
corte or

coding sequenz BAGE

Die Sequenzierung der erstellten BAG3-cDNA- Amplikons, sowie der Abgleich, der aus den
Nucleotidsequenzen erhaltenen Aminosduresequenzen, zeigte keinen Hinweis auf ein durch
APOBECs durchgefiihrtes, mégliches RNA-Editing.
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5.2.3.4Massenspektrometrische Analysen zeigen keinen Hinweis auf eine kleinere BAGS-

Isoform

Abbildung 28: Exzision der vermeintlichen BAG3-Banden aus einem mit Comassie gefarbten Laemmli-Gel.
Interphasefraktionen einer Synaptosomenisolation wurden Uber eine SDS-Page aufgetrennt, die Gele mit
Comassie gefarbt und potentielle BAGS3-haltige Banden fiir die massenspekirometrische Untersuchung
ausgeschnitten. A) Mit 40 pg (links) und. 20 pg (rechts) Protein einer Synaptosomenpréparation beladenes
SDS-PAGE Gel gefarbt mit Comassie. Am linken Rand des Gels befindet sich zum einen ein ungeféarbter Marker
wahrend am rechten Rand ein vorgefarbter Marker genutzt wurde. B) Unter zur Hilfenahme einer geblotteten und
untergelegten Schablone ausgeschnittene, vermeintliche BAG3-Banden die zur massenspektrometrischen Analyse
geschickt wurden. Die Schablone wurde aus einem zweiten Teil des in A) dargestellten Gels gefertigt (vgl.

Methoden) und mit einem N-terminalen BAG3-Antikdrper entwickelt. n = 3

Tabelle 16: BAG3 kann nur bei 74 kDa detektiert werden. Tabellarische Ergebnisse der
massenspektrometrischen Analyse der im Westernblot detektierten BAGS3-Signale. Dargestellt sind die
verschiedenen Versuchsdurchlaufe mit der jeweils gefundenen Anzahl Peptide und der Signalintensitat fir die

verschieden groBBen, mdglichen BAG3-Isoformen.

Protein- Gefundene | Gefundene | Gefundene | Signal- | Signal- | Signal-
n Peptide, Peptide, Peptide, intensitat | intensitét | intensitat
name 74 kDa 64 kDa 43 kDa 74 kDa 64 kDa 43 kDa
1 Bag3 1 0 0 476220 |0
Bag3 4 1 0 20051000 (915080 |0
Bag3 2 0 0 2352400 (0
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Da weder die GréBenanalyse der cDNA im Agarosegel, noch die Sequenzierung der cDNA
Aufschluss Uber ein Zustandekommen der kleineren BAG3-Isoform geben konnten, wurden
die verschiedenen, mit einem N-terminalen BAG3 Antikérper gefundenen Signale nach der
Exzision aus dem Laemmli-Gel (vgl. Abbildung 28) einer massenspekirometrischen
Untersuchung unterzogen. Die massenspekirometrischen Untersuchungen wurden dabei in

Kooperation mit der Proteomicsplattform Frankfurt und dem SFB1177 durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Massenspektrometrie zeigten deutlich, dass Peptidsignale fur BAG3 mit je
1, 4 und 2 gefundenen Peptiden nur fir die 74 kDa groBe Form gefunden werden konnten.
Fir die 64 kDa groBBe Form konnte nur einmal ein Peptid fir BAGS3 und fir die 43 kDa Isoform
in keinem Fall ein einziges Peptid fir BAG3 nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 16).

Entsprechend der massenspektrometrischen Untersuchungen enthélt ausschlieB3lich die
zwischen 72 und 100 kDa detektierte BAG3-Signale nachweiBBlich BAGS3.

Im Labor konnte in den vorlaufigen Ergebnissen einer massen-spektrometrisch erschlossenen
Interaktomstudie zeigen, dass MYH14/NMIIC-C ein potentieller Interaktor von BAG3 ist (Hiebel
et al., noch nicht veréffentlicht). In den folgenden Versuchen sollen die Interaktion zwischen
beiden Proteinen Uber endogene Immunopréazipitationen und immunocytochemische

Farbungen bestatigt, sowie das Zusammenspiel beider Proteine untersucht werden.

Fir die Untersuchung der Interaktion zwischen BAG3 und MYH14/NMII-C wurden
Co-Immunoprazipitationen mit aus unbehandelten, wildtypischen Hep-G2-Zellen gewonnenen
Lysaten durchgefihrt. Fir die endogene Co-Immunoprazipitation beider Proteine wurde
zundchst ein cunicularer, C-terminaler BAG3-Antikérper an Protein A/G-gekoppelte
Magnetkigelchen gebunden und diese im Anschluss zur Prazipitation von BAG3 und seiner
Interaktoren genutzt. Die Nutzung der Hep-G2-Zellen anstatt der sonst verwendeten
HEK293-T-Zellen erfolgte aufgrund hdéherer MYH14-Basisexpressionsspiegel, die eine
endogene Co-Prazipitation von MYH14/NMII-C erleichtern sollten.
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Abbildung 29: BAG3 interagiert mit MYH14 in endogenen Immunopréazipitationen aus Hep-G2-Lysaten.
Unbehandelte und wildtypische Hep-G2-Zellen wurden lysiert und flr eine Co-Immunoprazipitation von BAGS3 und
MYH14 mit Protein A/G gekoppelten Magnetkligelchen genutzt. Die Prazipitate wurden Uber eine SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Immunoblot analysiert. Fir die IgG-Kontrollen wurde Kaninchen-IgG genutzt, da es sich um
einen cuniculdren BAG3-Antikérper handelt. Dargestellt ist der Immunoblot zweier Co-Préazipitationen. Detektiert
wurden das Co-Chaperon BAGS3, die konstitutive (HSP73) und die induzierte (HSP72) Isoform von HSP70 und das
nicht muskuléare Myosin II-C (MYH14). n =3

Die Ergebnisse der Immunoblotanalyse zeigten eine erfolgreiche Co-Préazipitation von BAG3
und MYH14 und entsprechend signalfreien Kontrollprazipitationen mit cunicularem IgG. Die
erfolgreiche Prazipitation von BAG3 wurde hierbei sowohl durch die Detektion von HSP72 und
HSP73, als auch durch die verstarkte Detektion von BAG3 in der BAG3-Antikérper vermittelten
Prazipitation bestatigt. Die im Vergleich zum Eingangsmaterial deutlich héheren Proteinspiegel
von MYH14 und BAG3 in der Prazipitation belegen ebenfalls die erfolgreiche Co-Prazipitation
beider Proteine (vgl. Abbildung 29).

Die Co-Immunoprézipitationen deuten damit stark auf eine molekulare Interaktion zwischen
BAG3 und MYH14 hin.

5.3.2 Immunocytochemische und proteinbiochemische Untersuchung der Lokalisation
von BAG3 und MYH14

Far die Untersuchung der in der Immunopréazipitation gefundenen Interaktion von BAG3 und
MYH14 wurden immunocytochemische Fluoreszenzfarbungen von MYH14 und BAGS3
durchgefiihrt, um eine eventuelle Co-Lokalisation zu zeigen. Hierzu erfolgten zuné&chst
Einzelfarbungen der beiden Proteine und proteinbiochemische Untersuchungen zur Ermittlung
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der zellularen Lokalisation und anschlieBend eine Co-Farbungen beider Proteine zur
Bestatigung einer eventuellen Co-Lokalisation. Fir die Co-Lokalisationsuntersuchungen
wurden sowohl endogenes MYH14 und BAGS3 als auch Uberexprimiertes und markiertes
MYH14/NMII-C und BAGS detektiert.

5.3.2.1 BAG3 und MYH14 zeigen sowohl ein cytosolisches als auch eine starkes nukleéres

Signal in verschiedenen Zelllinien

FOr die Untersuchung der subzellularen Lokalisation von BAG3 und MYH14 wurden
verschiedene, unbehandelte, wildtypische Zelllinien nach erfolgter Fixierung in 4 %
Formaldehyd und Permeabilisation in 100 % Methanol Uber Nacht mit Antikbrpern gegen
BAG3 bzw. MYH14 behandelt. Flr die Fluoreszenzmarkierung wurden die verwendeten Zellen
uber zwei Stunden mit einem fluoreszenzgekoppelten Sekundérantikbrpern gegen die
Ursprungsorganismen beider Primarantikérper inkubiert. Die Auswertung der Farbungen
erfolgte im Anschluss Uber die Bildaufnahme mittels konfokaler Laserscanmikroskopie.

..
..

HEK293-A  HEK293-T HelLa HepG2 MCF-7

BAG3

MYH14
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In den immunocytochemischen Farbungen der Zellen war deutlich zu erkennen, dass sowohl
BAG3 als auch MYH14 eine cytosolische und eine nukleare Lokalisation besitzen, wobei es
zellspezifische Unterschiede in der Signalintensitat der verschiedenen Zelllinien gab. So
zeigten HelLa-Zellen ein sehr viel schwacheres MYH14-Signal im Cytoplasma als die anderen
Zelllinien. Sieht man von den MCF-7-Zellen ab, zeigte MYH14 im Allgemeinen in allen
gefarbten Zelllinien ein starkes nukleédres Signal und ein eher schwaches cytosolisches Signal.
Auffallig in den HelLa-Zellen war das, im Vergleich zum cytosolischen Signal, starke nukleéare
BAG3-Signal. Dies war auch in den Hep-G2-Zellen zu beobachten, wahrend die anderen
Zelllinien ein eher homogenes BAGS3-Zellsignal zeigten (vgl. Abbildung 30).

BAGS3 scheint in den hier untersuchten Zellen im Gegensatz zu MYH14 in der gesamten Zelle
verbreitet zu sein, wdhrend MYH14 zunéchst eine vor allem nukleédre Lokalisation zeigt.

5.3.2.2 Uberexprimiertes FLAG-markiertes BAG3 und MYH14 zeigen keine Co-Lokalisation in

verschiedenen Zelllinien

Da es sich bei den fir die Immunofluoreszenzfarbungen genutzten BAG3 und MYH14
Antikérper um jeweils cuniculare Primarantikérper handelte, war eine Co-Farbung unter der
Nutzung beider Antikérper nicht moglich. Fir die Losung dieses Problem wurden verschiedene
Zelllinien mit FLAG-markiertem BAG3 transfiziert. Die Transfektion der Zellen erfolgte zwei
Tage nach dem Aussaen chemisch Uber die Nutzung von Kalziumphosphat. Im ersten Schritt
wurden ausschlieBlich Farbungen mit einem Anti-FLAG-Antikérper durchgefihrt, um eine
Ubereinstimmende Lokalisation des FLAG-BAG3-Konstrukts mit der bereits zuvor endogen
durchgefiihrten BAGS3-Farbung zu verifizieren. Im zweiten Schritt erfolgten immuno-
cytochemische Farbungen FLAG-BAGS3 transfizierter Zellen mit MYH14- und Anti-FLAG-
Antikérpern zur Untersuchung einer méglichen Co-Lokalisation.

Die Ergebnisse der FLAG-BAG3-Einzelfarbungen unterschieden sich deutlich von denen der
endogenen BAG3-Farbungen. Mit Ausnahme der HeLa-Zellen zeigten alle gefarbten Zelllinien
eine cytosolische Lokalisation der transfizierten Konstrukte mit entsprechender Aussparung
des Nukleus. Die Lokalisation der FLAG-BAG3-Konstrukte in den HelLa-Zellen schien mit der
sowohl cytosolischen als auch nukledren Lokalisation den Ergebnissen der endogenen
Farbung zu entsprechen, wobei sich der Signalunterschied zwischen Nukleus und Cytosol der
endogenen Farbung fiir die Uberexprimierten Konstrukte anzugleichen schien
(vgl. Abbildung 31).
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Entsprechend fand sich nach Transfektion der FLAG-BAG3 Konstrukte und Farbung gegen
FLAG und MYH14 keine Co-Lokalisation zwischen beiden Proteinen in HEK293-A-,
HEK293-T- und Hep-G2-Zellen, da laut endogener Farbung MYH14 vor allem im Nukleus
lokalisiert ist. Eine cytosolische Co-Lokalisation beider Proteine konnte fiir diese Zelllinien
ebenfalls nicht beobachtet werden. Fir HeLa-Zellen, die auch fur das FLAG-BAG3-Konstrukt
eine nukleare Lokalisation zeigten, konnte ebenfalls weder im Cytosol noch im Nukleus eine
Co-Lokalisation beider Proteine gefunden werden (vgl. Abbildung 32).

Die Immunofluoreszenzfdarbung von MYH14 und der FLAG markierten BAG3-Konstrukte mit
den hier genutzten Antikérpern zeigen in keiner der untersuchten Zelllinien eine Co-
Lokalisation von BAG3 und MYH14 in Cytosol oder Nukleus.
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Aufgenommen wurden die Bilder an einem TCS-SP5 Confocal microscope bei 63-facher VergréBerung. Zu sehen
sind Maximalprojektionen der aufgenommenen Z-Stapel. A) FLAG-BAGS3 Farbungen, B) MYH14 Farbungen, C)
Uberlagerung der FLAG- und MYH14-Farbung

5.3.2.3 Westernblot-Analysen nukledrer Fraktionierungen von transfizierten HEK293-T-Zellen
zeigen eine ausschlieBliche Lokalisierung von MYH14 im Cytosol.

' &
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Abbildung 33: Biochemische Analysen zeigen eine cytosolische Lokalisation von MYH14. HEK293-T-Zellen
wurden zwei Tage nach der Transfektion mit SOD1-G85r-GFP oder dem Kontrollplasmid pN1 einer subzellularen
Fraktionierung unterzogen. Die erhaltene cytosolische, nukledre und die Membrankomponenten enthaltende,
mitochondriale Fraktion wurden Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Immunoblot analysiert. Detektiert
wurden das nicht muskulare Myosin 1I-C (MYH14) und das Co-Chaperon BAGS. Als Kontrollen fungierten das
cytosolische Protein Tubulin, die nukledren Proteine Histon H3 und LaminB1, sowie das mitochondriale Protein
Tom20.n=3

Zur weiteren Untersuchung der zelluldren Lokalisierung und der in der IP gefundenen
Interaktion von BAG3 und MYH14 wurden subzelluldre Fraktionierungen von HEK293-T-
Zellen durchgeflihrt. Diese Versuche sollten zeigen, in welchen Zellkompartimenten BAG3 und
MYH14 vorkommen, um einen méglichen Ort der Interaktion zu ermitteln und die Ergebnisse

123



Ergebnisse

der Immunocytochemie zu erganzen. Vor der Fraktionierung wurden die Zellen mit SOD1-
G85R-GFP oder einem Kontrollplasmid (pN1) transfiziert, um eine der Stressbedingungen der
massenspektrometrischen Interaktomanalysen, in der erstmals eine vorlaufige Interaktion von
BAGS und MYH14 gefunden wurde, nachzustellen. HEK293-T-Zellen wurden an dem auf die
Aussaat folgenden Tag chemisch mittels Kalziumphosphat transfiziert und zwei Tage nach der
Transfektion einer subzelluldren Fraktionierung unterzogen. Die erhaltenen Fraktionen
- cytosolische, nukledre und mitochondriale Fraktion®- wurden anschlieBend mittels
Immunoblot analysiert. Hier war eine hauptséachliche Lokalisation von MYH14 in der
cytosolischen Fraktion und der Eingangskontrolle zu beobachten. Es zeigte sich zwar ein
auBerst schwaches Signal in der nukledren Fraktion pN1 transfizierter Zellen, die aber in
keinem Verhaltnis zu den in der Immunfluoreszenz gefundenen, deutlichen, nukle&ren
Farbung steht. BAG3 mit einer GréBe von ca. 78 kDa konnte in allen Fraktionen gefunden
werden, wobei die hdchsten Proteinspiegel in der cytosolischen Fraktion detektiert wurden.
Den Erfolg der subzellularen Fraktionierung verifizierten die Kontrollproteine Tubulin, TOM20,
Histon H3 und LaminB1. Tubulin als 55 kDa gro3es cytosolisches Protein wurde ausschlielich
in der cytosolischen Fraktion beobachtet. Das ca. 16 kDa groBe, mitochondriale Protein
TOM20 zeigte die héchsten Proteinspiegel in der mitochondrialen Fraktion auch wenn sich
dieses Protein zusétzlich in der nuklearen Fraktion finden lie3. Histon H3 mit einer GréBe von
ca. 15 kDa zeigte eine ahnliche, aber entgegengesetzte Lokalisation wie TOM20. Die héchsten
Spiegel konnten, wie flr ein nukledres Protein erwartet, in der nuklearen Fraktion gefunden
werden, wobei sich auch ein fir Histon H3 positives Signal in der mitochondrialen Fraktion
befand. Eine interessante Beobachtung lie3 sich bei der Detektion von LaminB1 machen.
LaminB1 zeigte zwei Signale im Westernblot, eines bei ca. 55 kDa und ein weiteres bei ca. 70
kDa. Verglich man nun die Intensitédten dieser Signale in den verschiedenen Fraktionen fiel
auf, dass die Intensitaten zwischen nuklearer und mitochondrialer Fraktion genau umgekehrt
sind. In der nuklearen Fraktion war das Signal bei 78 kDa gut zu erkennen, wahrend jenes bei
55 kDa nur schwach detektierbar war. In der mitochondrialen Fraktion hingegen war das untere
Signal bei 55 kDa starker ausgepragt als das bei 70 kDa. Die cytosolische Fraktion zeigte, wie
bei einem Protein der nukledren Lamina zu erwarten, kein Signal fir LaminB1 (vgl. Abbildung
33).

Fir die subzelluldre Lokalisation von BAG3 und MYH14 in mit pN1 und SOD1-G85R-GFP
transfizierten HEKZ293-T-Zellen zeigten die biochemischen Immunoblotanalysen die
cytosolische Lokalisation beider Proteine und eine zusétzliche nukledre und mitochondriale
Lokalisation fiir BAG3.
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5.3.2.4 Westernblot-Analysen nukledrer Fraktionierungen untransfizierter HEK293-T-Zellen

zeigen eine hauptséchliche Lokalisierung von MYH14 im Cytosol.

Die ersten immunocytochemischen Untersuchungen der Co-Lokalisation von BAG3 und
MYH14, sowie die Co-Immunopréazipitationen wurden in untransfizierten Zellen durchgefihrt.
Um sicher zu stellen, dass es sich bei den Ergebnissen der subzellularen Fraktionierung aus
Abbildung 33 nicht um ein durch die Transfektion verfalschtes Ergebnis handelt, wurde erneut
eine Fraktionierung mit untransfizierten HEK293-T-Zellen durchgefihrt.

Die Ergebnisse der subzellularen Fraktionierung ahnelten denen der bereits in Abbildung 33
dargestellten Ergebnisse in transfizierten HEK293-T-Zellen. Die héchsten Proteinspiegel fir
MYH14 waren in der cytosolischen Fraktion zu finden, was den Befund der bereits
vorausgegangenen Fraktionierung in transfizierten Zellen mit Blick auf die Lokalisation von
MYH14 bestétigte. Ein Unterschied war jedoch, dass sich in beiden Versuchen schwache
Banden fir MYH14 in der nukledren Fraktion feststellen lieBen. Fir BAG3 konnte sowohl die
hauptséchlich cytosolische, als auch die nukledre Lokalisation bestéatigt werden, wobei die in
Abbildung 33 gefunden BAG3-Signale der mitochondrialen Fraktion nicht detektiert werden
konnten. Die genutzten Kontrollproteine Tubulin, Histon H3, TOM20 und LaminB1 zeigten
ebenfalls eine mit der in Abbildung 33 beobachteten Verteilung der Proteine. Tubulin zeigte
fast ausschlieBlich eine cytosolische Lokalisation, wahrend TOM20 die hdchsten
Proteinspiegel in der mitochondrialen Fraktion zeigt, mit zusatzlich detektierten
Proteinspiegeln in der nuklearen Fraktion. Histon H3 kam am stérksten in der nukleéren
Fraktion vor und konnte ebenso zu einem Teil in der mitochondrialen Fraktion detektiert
werden. Einzige Unterschiede waren leichte Verunreinigungen der nukledren Fraktion durch
Tubulin, sowie der cytosolischen Fraktion durch Histon H3. LaminB1 zeigte die gleiche
Verteilung wie auch schon zuvor in Abbildung 33 beobachtet (vgl. Abbildung 34).
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Abbildung 34: MYH14 ist hauptséachlich im Cytosol untransfizierter Zellen zu finden, wobei sich ein geringer
Anteil im Nukleus zu befinden scheint. HEK293-T-Zellen wurden zwei Tage nach der Aussaat fraktioniert und
nukledre, cytosolische und die membranhaltige, mitochondriale Fraktion Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Analyse der aufgetrennten Fraktionen erfolgte tUber einen Immunoblot. Detektiert wurden das nicht muskulére
Myosin 1I-C (MYH14) und das Co-Chaperon BAGS. Als Kontrollen fungierten das cytosolische Protein Tubulin, die
nukledren Proteine Histon H3 und LaminB1, sowie das mitochondriale Protein.TOM20 n = 3

Die Ergebnisse der subzelluldren Fraktionierung in untransfizierten HEK293-T-Zellen decken
sich damit, bis auf einige mégliche Verunreinigungen, mit den Ergebnissen der subzelluldren
Fraktionierung in mit pN1 oder SOD1-G85R-GFP transfizierten Zellen. Sie bestétigen die
cytosolische Lokalisation von MYH14/NMII-C und BAG3, sowie die nukledre Lokalisation von
BAGS3. Die mitochondriale BAG3-Lokalisation konnte hier nicht nachgewiesen werden.

5.3.3.5 Uberexprimierte, GFP-markierte, murine MYH14-SpleiBvarianten zeigen eine

cytosolische Lokalisation

Aufgrund der widersprichlichen Ergebnisse der Immunocytochemie und der subzellularen
Fraktionierung wurde die Spezifitit des MYH14-Antikérper in Frage gestellt. Zur Uberpriifung
dieses Sachverhalts wurden GFP markierte murine SpleiBvarianten von MH14 in HEK293-T-
Zellen Uberexprimiert und die Zellen anschlieBend mit DAPI gefarbt. Hierzu wurden die Zellen
zwei Tage nach der Transfektion in 4 % Formaldehyd fixiert, mit reinem Methanol
permeabilisiert und fir 15 Minuten mit DAPI geféarbt. Flir die Auswertung der Farbungen
wirden mit Hilfe eines konfokalen Laserscanmikroskopes z-Stapel der Zellen aufgenommen.
Die verschiedenen SpleiBvarianten von MYH14 unterschieden sich durch die An- oder

126



Ergebnisse

Abwesenheit einer, oder zweier Insertionen, die MaBgeblich die Aktivitdt dieses Myosins
beeinflussen (vgl. Abbildung 14 und 1.4.1) (Golomb et al., 2004, Heissler and Manstein, 2011,
Heissler and Manstein, 2013, Jana et al., 2009, Pato et al., 1996, Wang et al., 2000).

Die Analyse der transfizierten HEK293-T-Zellen zeigte, dass die Uberexprimierten
SpleiBvarianten von MYH14 nicht mit DAPI co-lokalisieren und dass das MYH14-EGFP-Signal
ausschlieBlich im Cytosol zu finden war. Diese Beobachtung stiitzen die Ergebnisse der
subzellularen Fraktionierung. Weiterhin waren fir alle SpleiBvarianten Zellen mit aggregiertem
MYH14 zu erkennen, welches teils sehr groBe Aggregate bildete. Die Aggregate befanden
sich im Cytosol und in den meisten Fallen in Kernnahe. In der Uberlagerung des MYH14-GFP-
und DAPI-Signals (C, Abbildung 35) der SpleiBvarianten C2 und C1C2 waren schwach
filamentése Strukturen zu erkennen (mit einem gelben Pfeil markiert), die in dieser Form bei
den SpleiBvarianten CO und C1 nicht zu beobachten waren (vgl. Abbildung 35). Das
scheinbare Auftreten von Aggregaten im Zellkern ist méglicherweise in der 2-dimensionalen
Projektion der Zellen begrindet.

Durch die Uberexpression der GFP-markierten, murinen MYH14-SpleiBvarianten konnten die
Beobachtungen der subzelluldren Fraktionierungen bestétigt werden. MYH14 scheint eine
cytosolische Lokalisation zu besitzen und unter Uberexpression zur Aggregatbildung zu

neigen.
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5.3.3.6 Uberexprimierte, GFP-markierte, murine MYH14-SpleiBvarianten zeigen eine
Co-Lokalisation mit BAG3 in MYH14 Aggregaten.

Aufgrund der durch die subzellularen Fraktionierungen und die erneuten Farbungen gewonnen
Erkenntnisse der subzellularen Lokalisation von MYH14, wurde eine BAG3-Farbung der mit
den murinen MYH14-EGFP-SplieiBvarianten transfizierten HEK293-T-Zellen durchgeflhrt.
Hierzu wurden die transfizierten Zellen zwei Tage nach der Transfektion fixiert, permeabilisiert
und Gber Nacht mit einem BAG3-Primarantikdrper inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Farbung
von BAG3 durch zweistlindige Inkubation mit einem Cy5 gekoppeltem Sekundarantikérper und
die Kernfarbung durch 15-mindtige Inkubation in 1:1000 verdinntem DAPI. Die Analyse der
Farbungen erfolgte bei 100-facher und 40-facher VergréBerung unter Aufnahme von z-Stapeln

an einem konfokalen Laserscanmikroskop.

Die Ergebnisse der immunocytochemischen Co-Lokalisationsuntersuchung zeigten fur die
jeweiligen Einzelaufnahmen die erwartete Lokalisation von DAPI im Nukleus, der GFP-
markierten MYH14-SpleiBvarianten im Cytosol und von BAG3 sowohl im Cytosol, als auch im
Nukleus. Die cytosolische Lokalisation der MYH14-Konstrukte wurde dabei in der 40-fach
VergréBerung etwas deutlicher als in der 100-fach VergréBerung. In beiden sind allerdings
deutlich die durch die Uberexpression erzeugten MYH14-Aggregate zu erkennen. Von
Interesse waren auch die zirkularen, perinuklearen MYH14 Strukturen die in Abbildung 37 B
durch gelbe Pfeile gekennzeichnet sind (vgl. Abbildungen 36 und 37). Die Uberlagerung aller
drei Einzelsignale konnte eine Co-Lokalisation von BAG3 und allen MYH14-Splei3varianten
zeigen. Die Co-Lokalisation betraf dabei vor allem die MYH14-Aggregate (vgl. Abbildung 36),
aber auch cytosolische Bereiche, die keine Aggregate zeigten (vgl. Abbildung 37). Die
perinukledren MYH14-Strukturen zeigten ebenfalls eine leichte Uberlagerung der GFP und
BAG3 Signale, auch wenn entsprechende zirkulare, perinukledre BAG3 Signale in der BAGS-
Farbung nicht ausgemacht werden konnten. Zur Verdeutlichung der Co-Lokalisationen wurden
entsprechende BereichsvergdBerungen in den Uberlagerungen der Signale eingefiigt
(Abbildung 36 D und Abbildung 37 D)
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Die Co-Lokalisationsuntersuchungen durch die immunocytochemische Analyse mit murinen,
GFP-markierten MYH14-SpleiBvarianten transfizierten HEK293-T-Zellen zeigen die
Co-Lokalisation von BAG3 wund den verschiedenen MYH14-SpleiBvarianten. Die
Co-Lokalisation scheint sich dabei nicht nur auf die MYH14-Aggregate zu beschrédnken,

sondern auch in aggregatfreien Bereichen des Cytosols stattzufinden.

MYH14-EGFP
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Maximalprojektionen von Z-Stapeln. C0O, C1, C2, C1C2 sind die verschiedenen MYH14-SpleiBvarianten, die sich
durch das Fehlen oder Vorhandensein eines oder zweier verschieden langer Aminosaureeinsatze in der Nahe des
N-Terminus voneinander unterscheiden (vgl. Abbildung 14). A) Kernfarbung mit DAPI; B) EGFP-Signal der
transfizierten Konstrukte; C) BAG3-Farbung D) Uberlagerung von DAPI-, BAG3-Farbung und EGFP-Signal.

5.4 Untersuchung von MYH14 unter SOD1-G85R-GFP-Transfektion und
MG132 Behandlung

Far die weitere Charakterisierung einer méglichen Interaktion von BAG3 und MYH14 wurde
das Verhalten von MYH14 in beiden Stressparadigmen, die fiir die massenspektrometrische
Interaktomanalyse von C. Hiebel und E. Stiirner verwendet wurden, untersucht. Hierzu wurden
Zellen entweder mit SOD1-G85R-GFP transfiziert und ein Knockdown fir MYH14 und BAG3
mittels siRNA herbeigefiihrt, oder wildtypische Zellen sechs Stunden lang mit 10 yM MG132
behandelt. Bei MG132 handelt es sich um einen reversiblen Peptid-Aldehyd-Inhibitor, der in
Form eines Substratanalogons die chymotrypsin&hnliche Aktivitdt des Proteasoms und damit
den Abbau ubgiquitinierter Substrate blockiert (Rock et al., 1994, Lee and Goldberg, 1996).

5.4.1 Untersuchung des Einflusses von MYH14 auf den BAG3-vermittelten Abbau von
SOD1

Da BAG3 zusammen mit HSP70 und weiteren Proteinen, wie HSPB8, CHIP und 14-3-3, eine
wichtige Funktion beim Abbau aggregierter Proteine und dem aggresomalen Transport
mutanter Formen von SOD1 U(Ubernimmt, soll untersucht werden, inwiefern der BAGS3

vermittelte Transport mutanten SOD1s durch MYH14 beeinflusst wird.

5.4.1.1 Der Knockdown von MYH14 in SOD1-G85R-GFP transfizierten HEK293-T-Zellen fiihrt
zu erhéhten GFP-Spiegeln

Far die Untersuchung des Einflusses von MYH14 auf den BAG3-vermittelten aggresomalen
Transport von SOD1-G85R-GFP wurden mit verschiedenen siRNAs transfizierte, transient
SOD1-G85R-GFP exprimierende Zellen lysiert und die Lysate Uber eine SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Analyse der Zelllysate erfolgte Uber einen Immunoblot mit anschlieBender,
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densitometrischer Auswertung. Gemessen wurden die Gesamt-GFP-Spiegel unter den
verschiedenen Knockdownbedingungen.

Die Ergebnisse der densitometrischen und statistischen Auswertung der Immunoblots zeigten
einen Anstieg der GFP- und BAG3-Spiegel unter MYH14-Kockdown. Die GFP-Spiegel unter
MYH14- Knockdown stiegen auf ca.165 % + 9 % der Kontrolle und waren damit um mehr als
die Halfte erhdht. Des Weiteren waren die GFP-Spiegel unter MYH14-Knockdown um ca.
46 % hdher als unter BAG3-Knockdown mit einem Wert von ca.119 % + 9 % im Vergleich zur
Kontrolle. Die um ca. 19 % erhéhten GFP-Spiegel unter BAG3-Knockdown besal3en allerdings
keinen statistisch signifikanten Unterschied zur Kontrolle (vgl. Abbildung 38 B). Der
erfolgreiche MYH14-Knockdown konnte durch das schwache MYH14-Signal im Immunoblot
verifiziert werden (vgl. Abbildung 38 A)

Der Knockdown von MYH14 scheint dabei nicht nur einen Einfluss auf die Gesamt-GFP-
Spiegel zu haben, sondern auch auf die BAG3-Spiegel. So sind die BAG3-Spiegel unter
MYH14-Knockdown mit 138 % £ 17 % der Kontrolle signifikant erhéht. Der Knockdown von
BAG3 durch die korrespondierende siRNA zeigt mit ca. 31 % = 4 % der Kontrolle wie erwartet
héchst signifikant erniedrigte BAG3-Spiegel. (vgl. Abbildung 38 B)

Der Knockdown von MYH14 besitzt einen signifikanten Einfluss auf die SOD1-G85R-GFP-
und BAG3-Spiegel transient transfizierter HEK293-T-Zellen. Der Knockdown von BAG3
scheint keinen signifikanten Einfluss auf die ProteinSpiegel mutanten SOD1s zu haben.
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Abbildung 38: Der Knockdown von MYH14 in mit SOD1-G85R-GFP transfizierten HEK293-T-Zellen erhoht
die GFP- und BAG3-Spiegel. A) HEK293-T-Zellen wurden mittels chemischer Kalziumphosphattransfektion mit
SOD1-G85R-GFP und entweder mit ns siRNA, BAG3 siRNA oder MYH14 siRNA transfiziert. Zwei Tage nach der
Transfektion erfolgte die Lyse der Zellen und die Auftrennung der Lysate mittels SDS-PAGE. Die Evaluation der
Proteinspiegel erfolgte durch die densitometrische Analyse der Immunoblots. Detektiert wurden BAG3, GFP und
MYH14. Tubulin diente als Ladekontrolle. B) Densitometrische und statistische Auswertung der in A) dargestellten
Immunoblots fur die Proteine BAG3 und SOD1-G85R-GFP. Die statistische Auswertung erfolgte tiber eine One-
Way-Anova mit anschlieBendem Dunett-T Post-Hoc-Test. Gezeigt sind die Mittelwerte mit ihrer

Standardabweichung. n.s.: nicht signifikant; *: p < 0,05; **: p<0,01; *: p<0,001.n =3
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5.4.1.2 Die Aggregationseigenschaften von SOD1-G85R-GFP werden durch einen
Knockdown von MYH14 nicht verdndert
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Abbildung 39: Die aggregativen Eigenschaften von SOD1-G85R-GFP andern sich unter MYH14 Knockdown
nicht. A) HEK293-T-Zellen wurden mittels chemischer Kalziumphosphattransfektion mit SOD1-G85R-GFP und
entweder mit ns siRNA, BAG3 siRNA oder MYH14 siRNA transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion erfolgte die
Ernte und Fraktionierung der Zellen. Die Auftrennung der der erhaltenen Fraktionen erfolgte mittels SDS-PAGE.
Die Evaluation der Proteinspiegel wurde Uber die densitometrische Analyse der Immunoblots durchgefihrt.
Detektiert wurden BAG3, GFP und MYH14. Tubulin diente als Ladekontrolle der Lysate. B) Densitometrische und
statistische Auswertung der in A) dargestellten Immunoblots fir die GFP-Spiegel der SDS-I6slichen Fraktion. C)
Densitometrische und statistische Auswertung der in A) dargestellten Immunoblots fiir die GFP-Spiegel der SDS-
unléslichen Fraktion Die statistische Auswertung erfolgte Uber eine One-Way-Anova mit anschlieBendem Dunett-T
Post-Hoc-Test. Gezeigt sind die Mittelwerte mit ihrer Standardabweichung. n.s.: nicht signifikant; *: p < 0,05; **: p
<0,01;**:p<0,001.n=3

Um zu klaren, ob die beobachteten, erhdhten GFP-Spiegel unter MYH14-Knockdown in
SOD1-G85R-GFP transfizierten HEK293-T-Zellen durch eine erhdéhte Akkumulation des
mutanten SOD1 zustande kommen, wurde eine grobe Fraktionierung in SDS-Iésliche und
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SDS-unlésliche Fraktionen durchgefiihrt. Die erhaltenen Fraktionen wurden Uber eine
SDS-Page aufgetrennt und mittels Immunoblot densitometrisch analysiert. AnschlieBend
wurden die fir die beiden Fraktionen bestimmten GFP-Spiegel auf die im Ausgangslysat
gemessenen GFP-Spiegel normiert.

Die densitometrische und statistische Analyse der Immunoblots der SDS-unléslichen oder
SDS-léslichen Fraktion zeigte fir keine der genutzten siRNAs einen statistisch signifikanten
Unterschied in den GFP-Spiegeln. Die auf das Gesamtlysat normierten GFP-Spiegel der SDS-
unléslichen Fraktion betrugen unter BAG3 Knockdown ca. 103 % + 7 % der Kontrolle und unter
MYH14-Kockdown ca. 102 % % 3 % der Kontrolle. Fir die SDS-lésliche Fraktion wurden
entsprechend unter BAG3-Knockdwon ca. 89 % + 24 % der Kontrolle und unter MYH14-
Knockown ca. 94 % + 7 % der Kontrolle fur die GFP-Spiegel ermittelt (vgl. Abbildung 39 B).
Die Westernblot-Analysen zeigen zwar einen Anstieg des GFP-Signals im
Zentrifugationsniederschlag, jedoch steigt auch die Signalintensitdt im Gesamtlysat (vgl.
Abbildung 39 A).

Der in Abbildung 38 beobachtete Anstieg der SOD1-G85R-GFP-Spiegel unter MYH14-
Knockdown ist der Fraktionierungsanalyse folgend nicht auf ein verdndertes
Aggregationsverhalten des mutanten SOD1s zurtickzufiihren.

Das zweite Stressparadigma der Interaktomanalyse in dem MYH14 als potentieller BAGS-
Interaktor gefunden wurde, war der Aufbau proteasomalen Stresses durch die inhibitorische
Wirkung von MG132. Um zu Uberprifen, ob MG132 Auswirkungen auf den Abbau von MYH14
bzw. die MYH14-Spiegel, oder Einfluss auf die Interaktion zwischen BAG3 und MYH14 hat,
wurden zunachst die MYH14-Proteinspiegel unter MG132-Behandlung ausgewertet. Des
Weiteren sollte untersucht werden, ob die Fahigkeit der vermehrten Aggresombildung durch
BAGS3 unter MG132 abhangig von MYH14 ist.
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5.4.2.1 Die MG132 Behandlung von HEK293-T-Zellen hat keinen Einfluss auf die MYH14-

Expressionsspiegel

Far die Untersuchung des Einflusses von MG132 auf die Proteinspiegel von MYH14/NMII-C
wurden HEK293-T-Zellen zwei Tage nach der Aussaat sechs Stunden lang mit 10 uM MG 132
behandelt. Die Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteinspiegel von
MYH14 und BAG3 Uber die densitometrische Analyse von Immunoblots bestimmt. Die
Bestimmung der BAG3-Spiegel sollte hierbei neben der Detektion von Ubiquitin als Kontrolle
fur die erfolgreiche Behandlung mit MG132 dienen.

Nach densitometrischer und statistischer Analyse der BAG3-Spiegel unter DMSO- und
MG132-Behandlung, konnte der statistisch signifikante Anstieg der BAG3-Spiegel verifiziert
werden. Der Anstieg der BAG3-Spiegel um ca. 66 % auf 166 % + 30 % der Kontrolle zusatzlich
zu den im Immunoblot beobachteten, erhdéhten Ubiquitinspiegeln zeigten die erfolgreiche,
proteasomale Inhibition durch MG132. MYH14 zeigte unter MG132 zwar einen Anstieg der
Proteinspiegel um ca. 23 % auf einen Wert von 123 % * 34 % der Kontrolle, im Gegensatz
zum Anstieg der BAG3-Spiegel war dieser aber nicht statistisch signifikant, sondern zeigte
maximal eine Tendenz (vgl. Abbildung 40).

MG 132 besitz entsprechend der dargestellten Ergebnisse keinen signifikanten Einfluss auf die
Proteinspiegel von MYH14/NMII-C.
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Abbildung 40: Die Behandlung von HEK293-T-Zellen mit MG132 zeigt eine signifikante Erhéhung der
BAG3-, aber nicht der MYH14-Spiegel. A) HEK293-T-Zellen wurden flr sechs Stunden mit 10 pM MG132
behandelt und die erstellten Lysate tber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die Auswertung der Proteinspiegel erfolgte
Uber die densitometrische Analyse der Immunoblots. B) Densitometrische und statistische Analyse der in A) im
Immunoblot dargestellten MYH14-Signale. C) Densitometrische und statistische Analyse der in A) im Immunoblot
dargestellten BAG3-Signale. Tubulin wurde als Ladekontrolle genutzt. Die statistische Auswertung erfolgte lber
einen beidseitigen students T-Test. Gezeigt sind die Mittelwerte mit ihrer Standardabweichung. n.s.: nicht
signifikant; *: p <0,05; **: p<0,01; **: p<0,001.n=3

5.4.2.2 MYH14-Knockdown-Zellen zeigen im Gegensatz zu BAG3-Knockdown-Zellen und im
Vergleich zu einer Mock-transfizierten Kontrolle keinen Einfluss auf die Aggresombildung
unter MG132-Behandlung

BAGS3 ist in Kooperation mit anderen Proteinen, wie CHIP, HSP70, HSPB8 und 14-3-3, in der
Lage in einem Prozess, der als BAG3 vermittelte, selektive Makroautophagie bezeichnet wird,
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aggregierte und nicht-native Proteine in Aggresomen zu akkumulieren. Aggresome sind
perinukleare Strukturen, die durch die Akkumulation defekter Proteine entstehen und positiv
fir Farbungen gegen BAG3 und Vimentin sind (Gamerdinger et al., 2011b). Funktion dieser
Strukturen ist es potentiell toxische Proteinaggregate an einem zentralen Ort zu sammeln und
die potentielle Toxizitdt der Aggregate zu vermindern, bevor sie anschlieBend Uber
autophagische Prozesse Abgebaut werden (Behl, 2016, Kim et al., 2016, Kopito, 2000,
Ramdzan et al.,, 2017). Die Behandlung von Zellen mit MG132 flhrt zur proteasomalen
Inhibition und somit far ein verstarktes Aufkommen fehlerhafter Proteine, die Uber
autophagische Prozesse abgebaut werden missen. Dieser erhéhte Bedarf macht sich durch
die vermehrte Bildung von Aggresomen bemerkbar. Fir die Untersuchung des Einflusses von
MYH14, als potentieller Interaktionspartner von BAG3, auf die BAG3-vermitelte Bildung von
Aggresomen wurden HEK293-A-Zellen zwei Tage nach der Transfektion mit ns-, BAGS3- oder
MYH14-siRNA sechs Stunden lang mit 10 uyM MG132 Behandelt und anschlieBend
immunocytochemisch geférbt. Fir die Auswertung wurde der Anteil aggresomtragender Zellen
an der Gesamtzellzahl unter DMSO- und MG132-Behandlung ermittelt. Zur Uberpriifung der
siRNA-vermittelten Knockdowns wurden zusatzlich zu den Immunofloureszenzfarbungen
Immunoblotanalysen der Uber eine SDS-PAGE aufgetrennten Lysate der transfizierten
HEK293-A-Zellen durchgeflhrt.

Die statistische Auswertung des relativen Anteils aggresomtragender Zellen an der ermittelten
Gesamtzellzahl ergab folgende Ergebnisse: Die MG132-Behandlung verursachte im direkten
Vergleich mit der DMSO-Behandlung einen deutlichen Unterschied in der relativen Anzahl
aggresomtragender Zellen, der Uber alle Transfektionen hinweg statistisch héchst signifikant
ist (vgl. Abbildung 41B, #). Fur den Einfluss der transfizierten siRNAs auf die Bildung von
Aggresomen ergab sich ebenfalls ein hdchst signifikanter Unterschied. Dieser Unterschied
beruht hierbei auf einem signifikanten Unterschied der mit ns siRNA und der mit BAG3 siRNA
transfizierten Zellen gegenuber der Mockkontrolle (vgl. Abbildung 41B, *).
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Abbildung 41: Der Knockdown von MYH14 beeinflusst im Gegensatz zum BAG3-Knockdown nicht die
Anzahl Aggregat positiver Zellen. HEK293-A-Zellen wurden zwei Tage nach der Kalziumphosphattransfektion
mit ns-, BAG3- oder MYH14-siRNA fir sechs Stunden mit 10 uM MG132 oder DMSO behandelt. Zur
Transfektionskontrolle wurden die Zellen lysiert, Uber eine SDS-Page aufgetrennt und mittels Immunoblot
analysiert. Der relative Anteil aggresomtragender Zellen wurde durch Auszahlen aggresomtragender Zellen und
Normierung auf die Gesamtzellzahl erreicht. A) Immunoblotanalyse der transfizierten HEK293-A-Zellen. Detektiert
wurden die Proteine MYH14/NMII-C, BAG3 und Ubiquitin. Tubulin diente als Ladekontrolle. B) Statistische
Auswertung des Anteils aggresomtragender Zellen an der Gesamtzellzahl unter verschiedenen, siRNA vermittelten
Knockdowns. Die Ubergreifenden Klammern Gruppieren die jeweils fir DMSO und MG132 dargestellten
Balkendiagramme, um die statistischen Unterschiede zwischen den Transfektionen zu zeigen. Die statistische
Auswertung des relativen Anteils aggregattragender Zellen erfolgte Uber eine Two-Way-Anova, wobei eine weitere
Analyse der Unterschiede zwischen den Transfektionen tber den Dunnett-T Post- Hoc-Test erfolgte. Gezeigt sind
die Mittelwerte mit ihrer Standardabweichung. n.s.: nicht signifikant; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ###: p <£0,001. n = 3;
# = Signifikanz zwischen DMOS- und MG132-Behandlung

140



Ergebnisse

Abbildung 42: Teil 1 der Untersuchung eines MYH14-Kockdowns auf die MG132 induzierte
Aggresombildung in HEK293-A-Zellen. HEK293-A-Zellen  wurden zwei Tage nach der
Kalziumphosphattransfektion mit ns-, BAG3- oder MYH14-siRNA fir sechs Stunden mit DMSO behandelt. Die
Zellen wurden in 4% Formaldehyd fixiert, in reinem Methanol permeabilisiert und mit p62- und
BAG3-Primarantikérpern behandelt. Die Farbung erfolgte durch die zweistlindige Inkubation mit Cy2- bzw. Cy5-
gekoppelten Sekundarantikérpern und 15-mindtiger Inkubation mit 1:1000 DAPI. Die Aufnahmen wurden bei einer
40-fachen VergréBerung aufgenommen und zeigen die Maximalprojektionen aufgenommener z-Stapel. In den
rechten, oberen Bildecken im Merge sind perinukledre Aggregate zeigende BildvergrdéBerungen dargestellt.
A) Kontrollzellen behandelt mit Calciumphosphat, B) Mit ns siRNA transfizierte Zellen, C) mit BAG3 siRNA

transfizierte Zellen, D) mit MYH14 transfizierte Zellen
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Abbildung 43: Teil 2 der Untersuchung eines MYH14-Kockdowns auf die MG132 induzierte
Aggresombildung in HEK293-A-Zellen. HEK293-A-Zellen wurden zwei Tage nach  der
Kalziumphosphattransfektion mit ns-, BAG3- oder MYH14-siRNA fir sechs Stunden mit 10 uM MG132 behandelt.
Die Zellen wurden in 4 % Formaldehyd fixiert, in reinem Methanol permeabilisiert und mit p62- und
BAG3-Primarantikdrpern behandelt. Die Farbung erfolgte durch die zweistlindige Inkubation mit Cy2- bzw. Cy5-
gekoppelten Sekundarantikérpern und 15-mindtiger Inkubation mit 1:1000 DAPI. Die Aufnahmen wurden bei einer
40-fachen VergréBerung aufgenommen und zeigen die Maximalprojektionen aufgenommener z-Stapel. In den
rechten, oberen Bildecken im Merge sind perinukledre Aggregate zeigende BildvergrdéBerungen dargestellt.
A) Kontrollzellen behandelt mit Calciumphosphat, B) Mit ns siRNA transfizierte Zellen, C) mit BAG3 siRNA

transfizierte Zellen, D) mit MYH14 transfizierte Zellen

Die mittlere Anzahl aggresompositiver Zellen an der Gesamtzellzahl war fur ns siRNA
transfizierter Zellen unter DMSO Behandlung um ca. 49,27 % im Vergleich zur Kontrolle
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reduziert. Unter MG132-Behandlung betrug sie ca. 44,43 % + 6,4 %, was eine Reduktion von
ca. 34,1 % zu MG132 behandelten Mock-Kontrollen und einen Anstieg von ca. 138,8 %
gegentiber DMSO behandelten, mit ns siRNA transfizierten Zellen darstellte. Fir die mit BAG3
siRNA transfizierten Zellen ergab sich unter DMSO-Behandlung eine mittlere Anzahl
aggresompositiver Zellen von ca. 22,88 % = 0,5 % und unter MG132-Behandlung von ca.
51,32 % + 12,62 %, was einem Anstieg von ca. 124,32 % entsprach. Im Vergleich zu den
jeweiligen Mock-Kontrollen ergab sich eine Reduktion von ca. 37,62 % unter DMSO-
Behandlung und von ca. 23,9 % unter MG132-Behandlung.

Die mit MYH14 siRNA transfizierten Zellen zeigten mit ca. 36,41 % + 8,24 % unter DMSO-
Behandlung und 75,63 % * 5,99 % unter MG132 Behandlung im Vergleich zur Mock-Kontrolle
keinen signifikanten Unterschied in der relativen Anzahl aggresomtragender Zellen. Allerdings
zeigte sich ein Anstieg von ca. 107,69 % unter MG132-Behandlung innerhalb der
Transfektionsgruppe (vgl. Abbildung41 B).

Die Immunoblotanalysen und die immunocytochemischen Farbungen der transfizierten
HEK293-A-Zellen bestatigen, zum einen den erfolgreichen Knockdown von BAG3 und MYH14
(vgl. Abbildung 41 A). Zum anderen verifizieren sie auch die erfolgreiche Inhibition des
Proteasoms durch das Ansteigen der Ubiquitinspiegel und die vermehrte Bildung der
Aggresomen (vgl. Abbildungen 41 A, 42, 43)

Eine Ermittlung der Effektgré3e tber das partielle Eta-Quadrat ergab eine Effekistarke von ca.
62,1 % der Transfektion und ca. 79,3 % der Behandlung auf die Aggresombildung der Zellen.

Zusammenfassend zeigt sich, dass eine MG132-Behandlung der HEK293-A-Zellen
unabhéngig von der Art der Transfektion ein erhéhtes Auftreten von Aggresomen zur Folge
hat. Des Weiteren verursacht ein Knockdown von MYH14 keine Reduktion oder Erhéhung in
der Hé&ufigkeit aggresomtragender Zellen, wdhrend der Knockdown von BAG3 zu einer
verminderten Aggresombildung fiihrt.
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Es konnte gezeigt werden, dass NMIIA (MYH9), Myosin-IC und Myosin VI wichtige Funktionen
fir die Autophagieinitiation und Reifung der Phagophore bzw. fir die Autophagosomreifung
und die Fusion mit dem Lysosom besitzen (Kruppa et al., 2016). Da MYH14 genauso wie
MYH9 zu den nicht muskuldren Myosinen gehért und in der Lage ist, Aktinfilamente, die
ebenfalls eine wichtige Aufgabe wahrend der Autophagie Ubernehmen, zu binden (vgl. 1.4),
sollin dieser Arbeit der Einfluss von MYH14 auf die autophagische Aktivitat untersucht werden.

Far die Untersuchung des Einflusses von MYH14 auf die autophagische Aktivitat wurden
HEK293-T-Zellen mit MYH14 siRNA transfiziert und zwei Tage nach der Transfektion vier
Stunden mit 1 uM Bafilomycin A1 oder DMSO behandelt. Nach Auftrennung der Proben Uber
eine SDS-PAGE wurde als MaB der autophagischen Aktivitat der autophagische Flux mittels
densitometrischer Analyse der Immunoblots bestimmt. Der autophagische Flux wurde Uber die
Differenzbildung zwischen Bafilomycin- und DMSO-Behandlung nach der Normierung auf
Tubulin berechnet.

Die Ergebnisse der Fluxberechnungen zeigten, dass der autophagische Flux sowohl in Bezug
auf die LC3B-11-Spiegel mit 158 % + 23 % der Kontrolle, als auch in Bezug auf die p62-Spiegel
mit 212 % * 49 % der Kontrolle unter MYH14-Kockdown statistisch signifikant erhéht waren.
Des Weiteren lie3 sich eine leichte Erhdhung der BAG3-Spiegel auf ca. 148 % + 41 % der
Kontrolle unter MYH14-Knockdown feststellen, die aber nicht statistisch signifikant war. Der
MYH14-Knockdown konnte ebenfalls durch eine Bestimmung der Proteinspiegel unter DMSO-
und Bafiloimycinbehandlung verifiziert werden. Die MYH14-Spiegel fielen im MYH14-
Kockdown unter DMSO-Behandlung auf ca. 26 %+ 7 % der Kontrolle und unter
Bafilomycinbehandlung auf ca. 25 % + 11 % der Kontrolle (vgl. Abbildung 44).

Der Knockdown von MYH14 in HEK293-T-Zellen fiihrt entsprechend zu einer Erhéhung der
autophagischen Aktivitat, die sich in der Erhéhung des autophagischen Fluxes duBert.
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Abbildung 44: Der Knockdown von MYH14 erh6éht den autophagischen Flux. A) HEK293-T-Zellen wurden

zwei Tage nach der Transfektion mit ns- oder MYH14 siRNA vier Stunden entweder mit 1uM Bafilomycin A1 oder
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DMSO behandelt. Die Zelllysate wurden Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Expressionsspiegel der Proteine
p62, LC3B und Tubulin mittels Immunoblot analysiert. Tubulin diente als Ladekontrolle. B-E) Densitometrische und
statistische Auswertung des in A) gezeigten Immunoblots. Die Signifikanz der BAG3- und MYH14-Proteinspiegel
erfolgte Uber eine Two-Way-Anova, wahrend fiir die Auswertung der Fluxe der Students-T-Test genutzt wurde.
n = 4 fir BAG3, autophagischen und p62-Flux. Gezeigt sind die Mittelwerte mit ihrer Standardabweichung. n = 3
fur MYH14. n.s.: nicht signifikant; *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p < 0,001

5.5.2 Die Uberexpression von MYH14 verringert den autophagischen Flux in
HEK293-T-Zellen

Nach der Untersuchung des autophagischen Fluxes unter dem erfolgreichen Knockdown von
MYH14 wurden im nachsten Schritt vier verschiedene, GFP-markierte, murine SpleiBvarianten
von MYH14 in HEK293-T-Zellen Gberexprimiert und der autophagische Flux anhand des
LC3B-1l- und p62-Fluxes erneut bestimmt. Hierzu wurden die Zellen wie bereits zuvor
beschrieben zwei Tage nach der Transfektion fur vier Stunden mit 1 uM Bafilomycin A1 oder
DMSO behandelt. Die Lysate wurden tber eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteinspiegel
densitometrisch Uber einen Immunoblot ermittelt. Fir die Bestimmung der autophagischen
Aktivitat wurden ebenso der LC3II-B-Flux, wie auch der p62-Flux bestimmt.

Eine Uberexpression der murinen MYH14-SpleiBvarianten hatte dabei eine Reduktion beider
Fluxe zur Folge. Die SpleiBvarianten CO und C2 zeigten mit ca. 75 % * 14 % bzw. ca.
75 % + 12 % der Kontrolle einen statistisch signifikant erniedrigten LC3B-II-Flux. Fur die
SpleiBvarianten C1 und C1C2 zeigte sich eine leicht starkere, statistisch hoch signifikante
Reduktion des LC3B-ll-Fluxes auf ca. 70% + 7 % bzw. 66 % * 10 % der Kontrollen.
Auswertungen des p62-Fluxes ergaben fir die SpleiBvarianten C1 und C2 eine statistisch
signifikante Reduktion auf 58 % *+ 14 % bzw. ca. 50 % * 3 % der Kontrolle. Die SpleiBvarianten
CO und C1C2 zeigten mit einer Reduktion auf je 46 % + 18 % bzw. ca. 30 % = 13 % der
Kontrolle sowohl hoch als auch hdchst signifikante Unterschiede zu Kontrollzellen (vgl.
Abbildung 45 B).

Die erfolgreiche Uberexpression der MYH14-Konstrukte konnte durch die deutlich héheren
MYH14-Spiegel der Transfektionen im Immunoblot verifiziert werden (vgl. Abbildung 45 A).

Die mit der Uberexpression der MYH14-SpleiBvarianten gekoppelten Bafilomycin-
Behandlungen der HEK293-T-Zellen und die anschlieBende Bestimmung des LC3B-II- und
p62-Fluxes verdeutlichen noch einmal den Einfluss von MYH14 auf die autophagische
Aktivitdt. So verursacht die Uberexpression jeder bekannten MYH14-SpleiBvariante eine
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Reduktion des autophagischen Fluxes, der durch LC3B-II- und p62-Flux widergespiegelt wird,

und bestétigt damit die Ergebnisse aus 5.5.1.
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Abbildung 45: Die Uberexpression muriner, GFP-markierter, SpleiBvarianten von MYH14 verringern den

autophagischen Flux. A) HEK293-T-Zellen wurden zwei Tage nach der Transfektion mit den MYH14-

SpleiBvarianten C0-C1C2 vier Stunden entweder mit 1 uM Bafilomycin A1 oder DMSO behandelt. Die Zelllysate

wurden (ber eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Expressionsspiegel der Proteine p62, LC3B und Tubulin mittels

Immunoblot analysiert. Tubulin diente als Ladekontrolle. B-C) Densitometrische und statistische Auswertung des in

A) gezeigten Immunoblots in Bezug auf p62- und LC3B-II-Flux. Die statistische Auswertung erfolgte tber eine One-
Way-Anova mit anschlieBendem Dunett-T Post-Hoc-Test. CO, C1, C2 und C1C2 stehen hierbei fir die

verschiedenen SpleiBvarianten von MYH14. Gezeigt sind die Mittelwerte mit

ihrer Standardabweichung.

Autophagischer Flux n = 4; p62-Flux n = 3. n.s.: nicht signifikant; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001
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6. Diskussion

Neurone gelten nicht wie andere Zellen als dazu in der Lage B-Oxidation zu betreiben und
damit Fette als Quelle fir die Generation von ATP zu nutzen. Glukose tritt generell als ihr
Hauptenergielieferant zur ATP-Synthese in Erscheinung (Dienel and Hertz, 2001, Hertz and
Dienel, 2002). Neurone, als postmitotische Zellen, sind nicht dazu in der Lage, die cytotoxische
Last terminaler Proteinaggregate tber eine asymmetrische Verteilung wahrend der Mitose zu
reduzieren (Liu et al., 2010). Stattdessen sind sie auf ATP-abhangige, degradative Prozesse
wie die Autophagie angewiesen, um ihre Aggregatlast zu vermindern (vgl. 1.1.2). Die
Versorgung von Neuronen mit Nahrstoffen und ATP kann jedoch durch ischamische Prozesse,
wie einen Schlaganfall oder traumatische Hirnverletzungen, zum Erliegen kommen, was

folglich zu einem Stillstand anaboler Prozesse fuhrt.

Ein wichtiger Unterschied zwischen den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Versuchen
und den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen ist die Auswertung der autophagischen Aktivitat
und das genutzte Medium fur den Nahrstoffentzug. Die Auswertung der autophagischen
Aktivitéat erfolgte Uber den relativen autophagischen Flux durch die Bestimmung und
Differenzbildung der Proteinspiegel von LC3B-II unter DMSO- und Bafilomycin-Behandlung.
Die in dieser Arbeit verwendeten Entzugslésungen basieren auf einer Vollringerlésung, also
einer Ringerlésung supplementiert mit dialysietem FCS, Vitaminen, Lipiden und
Aminoséduren. Vollringermedium zeigte in Bezug auf den autophagischen Flux keinen
Unterschied zu den von mir genutzten Kontrollkulturmedien. Durch die Verwendung des
glukose- oder amino-sauredepletiertem Vollringers ist es méglich, autophagische Prozesse zu
messen, die weder durch einen Entzug von Lipiden, Wachstumsfaktoren oder Vitaminen
gestort werden. Ein groBer Teil der Arbeitsgruppen, auch der hier aufgeflhrten, nutzte fiir ihre
Entzugsversuche glukose- oder aminosauredepletiertes Medium oder, vor allem fir den
Aminosaureentzug, HBSS oder EBSS. Oftmals wird EBSS und HBSS kein Serum flr die
Dauer der Behandlung hinzugeftigt, was entsprechend auch zu einem Mangel von Lipiden und
Wachstumsfaktoren flihren kann. Entsprechend konnte gezeigt werden, dass Serumsentzug
allein autophagische Prozesse fordert (Fang et al., 2014). Allerdings zeigten auch hier
wiederum andere Arbeitsgruppen, dass der Entzug von Serum nur wenig Einfluss auf

autophagische Prozesse besitzt (Kuchitsu et al., 2018, Mejlvang et al., 2018). So besteht
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durchaus die Mdglichkeit, dass verschiedene Zelltypen unterschiedlich auf Serumentzug

reagieren.

Far die Untersuchung der autophagischen Aktivitat konnte in dieser Arbeit ein Anstieg des
autophagischen Fluxes in HelLa-Zellen nachgewiesen werden, der sich allerdings auf den
Entzug von Aminosduren beschrankte. Ein Effekt des Glukoseentzugs auf den
autophagischen Flux konnte hier nicht festgestellt werden. Diese Beobachtungen
widersprechen zunachst Beobachtungen von Kim et al., die in ihren Ergebnissen einen
erhdhten autophagischen Flux in Abh&ngigkeit von ULK-1 nach vierstiindigem Glukoseentzug
in HEK293-Zellen und MEFs postulierten. Zur Beurteilung der autophagischen Aktivitat wurden
von ihnen vor allem die LC3-B-1I-Spiegel und die Aktivitat von ULK-1 und AMPK genutzt (Kim
et al., 2011). Glukoseentzugsversuchen mit glukosefreiem Medium in HESC2-CMs und H7-
CMs konnten ebenso einen Anstieg der LC3-1l-Spiegel, sowie der Anzahl von
Autophagosomen und Autolysosomen verursachen (Lu et al., 2018). Nwadike et al. und
Ramirez-Peinado et al. widersprechen jedoch diesen Ergebnissen und bestatigen meine
Beobachtung einer fehlenden Induktion des autophagischen Fluxes unter Glukoseentzug.
Ahnlich wie Gerénimo-Olvera in primdren Rattenneuronen, beschrieben beide
Arbeitsgruppen, einen Anstieg von LC3-Il unter dem Entzug von Glukose, aber keine
Erhdhung der LC3-II-Spiegel unter zusétzlicher Bafilomycin-Behandlung. AuBerdem zeigten
Nwadike et al., dass die Ansduerung der Lysosomen unter Glukoseentzug nicht induziert,
sondern blockiert wird. Entsprechend zeigten beide Arbeitsgruppen, dass Glukose als
Energielieferant notwendig fir die Autophagie ist und der Entzug von Glukose zu einem
verringerten Abbau autophagischer Vesikel fuhrt. Der fehlende lysosomale Abbau
autophagischer Vesikel erklart die beobachtete Akkumulation von LC3-1l unter Glukoseentzug.
Diese Beobachtungen konnten sowohl in MEF-Zellen als auch verschiedenen Krebszelllinien,
wie 4T1, SKOV3, MCF-7, A431, Rh4 oder HelLa bestatigt werden (Nwadike et al., 2018,
Ramirez-Peinado et al., 2013).

Der von mir beobachtete Anstieg der autophagischen Aktivitdt in HelLa-Zellen unter
Aminosaureentzug entspricht den Beobachtungen verschiedener Arbeitsgruppen, die die
Auswirkung eines Aminosaureentzugs auf die autophagische Aktivitat untersucht haben. Die
Behandlung muriner Podocyten mit aminosauredepletiertem RPMI-1640-Medium Uber einen
Zeitraum von sechs Stunden fuhrte zu erhdhten LC3-11-Spiegeln und einer erh6hten Anzahl
friiher und spéater Autophagosomen in GFP-mRFP-LC3 transfizierten Zellen (Chen et al.,
2018).

Ahnliche Ergebnisse wurden von Mizushima et al. beobachtet, die einen Anstieg der
LC3-Spiegel und des Volumenanteils der autophagischen Vesikel am Gesamtvolumen des
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Cytosols in GFP-LC3 transfizierten F9-Zellen nach zweistiindiger Inkubation in Hanks ‘solution
zeigen konnten (Mizushima et al., 2004). Auch Kuchitsu et al., Sun et al. und Kim et al. konnten
eine Aktivierung der Autophagie unter Aminosaureentzug bestatigen (Sun et al., 2018,
Kuchitsu et al., 2018, Kim et al., 2011). Von Interesse sind an dieser Stelle weitere
Beobachtungen von Nwadike et al. In Versuchen, in denen sie die Ansduerungen der
Lysosomen unter Aminosaureentzug in direkte Abhangigkeit der Glukosespiegel setzen,
konnte eine Ansduerung der Lysosomen nur unter Aminosdureentzug, nicht aber unter
Glukose-entzug beobachtet werden. Der gleichzeitige Entzug von Aminosauren und Glukose
verhinderte die Bildung von Autophagosomen bzw. deren lysosomale Degradation (Nwadike
et al., 2018).

Wéhrend nicht neuronale Zellen, wie auch die hier verwendeten HelLa-Zellen, auf den Entzug
von Glukose oder Aminosduren mit einer erhdhten autophagischen Aktivitat reagieren (Chen
et al., 2018, Kim et al., 2011), zeigten neuronale SH-SY5Y-Zellen interessanterweise keine
signifikante Erhdhung des autophagischen Fluxes in Reaktion auf Glukose- oder Aminosaure-
entzug (vgl. Abbildung 20). Der Entzug der Aminoséauren lief3 jedoch einen leichten Trend zu
einem erhbéhten autophagischen Flux vermuten. Diese Ergebnisse stehen damit im Einklang
mit Beobachtungen von Maday et al. und Geronimo-Olvera et al., die Versuche in primaren
Neuronen von Maus und Ratte durchgefiihrt haben. Die Vergleichbarkeit der gefundenen
Beobachtungen ergibt sich dabei aus dem neuronalen Ursprung der SH-SY5Y-Zellen. Es
bleibt allerdings zu beachten, dass es sich bei dieser neuronalen Zelllinie um undifferenzierte
Zellen handelt. Maday et al. zeigten, dass der vierstiindige Entzug von Aminosduren bzw.
Aminosauren und Glukose durch die Kultivierung muriner, hippocampaler Primérneurone in
ACSF bzw. Glukose depletiertem ACSF keinen Einfluss auf die Autophagie in Axon oder
Zellsoma hat (Maday and Holzbaur, 2016). Ein Anstieg der LC3-II-Spiegel konnte zwar unter
zweistliindigem Glukoseentzug in kortikalen, primdren Rattenneuronen gezeigt werden,
allerdings verursachte die Behandlung mit Chloroquine, keinen weiteren Anstieg der LC3-II-
Spiegel (Geronimo-Olvera et al., 2017). Chloroquine ist &hnlich wie Bafilomycin A1 ein Inhibitor
der lysosomalen Funktion, fungiert aber nicht wie Bafilomycin A1 Uber die Inhibition der
lysosomalen vATPase, sondern erhéht den lysosomalen pH-Wert (Homewood et al., 1972).

Dass der Entzug von Glukose nicht zu einer Aktivierung des autophagischen Fluxes flhrt, ist
in Teilen nachvollziehbar, da nicht nur die fir die Autophagie wichtigen Chaperone, sondern
auch die Formation der ATG12-ATG5- und LC3-PE-Komplexe, sowie die Ansauerung der
Lysosomen ATP-abhangig sind (vgl. 1.2.3, 1.3, (Mindell, 2012)). Inwiefern die Menge an durch
Autophagie freigesetzter Peptide und Aminosauren fir die Generation von ATP ausreichend
ist oder welcher Anteil dieser Peptide und Aminosauren fir die Energiegewinnung genutzt
wird, bleibt vorerst ungeklart. Allerdings sprechen die Befunde verschiedener Arbeitsgruppen
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dafiir, dass ohne Glukose Autophagie nicht stattfinden kann (Nwadike et al., 2018, Ramirez-
Peinado et al., 2013).

Die erhdhte Autophagie in HelLa-Zellen als Reaktion auf einen Entzug von Aminosauren ist
sicherlich als Versuch zur Aufrechterhaltung anaboler Prozesse durch die Generation von
Synthesebausteinen zu verstehen. Der ausbleibende Anstieg des autophagischen Flux unter
Aminosaureentzug in SH-SY5Y-Zellen muss etwas naher diskutiert werden. Zwar konnten
Maday und Holzbaur ebenfalls zeigen, dass ein Aminosaureentzug keinen Einfluss auf
autophagische Prozesse in neuronalen Zellen hat (Maday and Holzbaur, 2016), allerdings
nutzten sie far inre Experimente ausdifferenzierte Primarneuronen. Die im Rahmen der in der
vorliegenden Arbeit genutzten SH-SY5Y-Zellen sind zwar neuronalen Ursprungs, es handelt
sich aber um proliferierende Neuroblastomzellen. Des Weiteren konnten Mgjlvang et al. den
Abbau autophagischer Rezeptorproteine wie NDP52 und TAX1BP1 unter vierstindigem
Aminosaureentzug in SH-SY5Y und damit eine Induktion des lysosomalen Abbaus
nachweisen. Sie argumentierten aber, dass dieser Abbau nicht Gber makroautophagische
Prozesse ablauft (Mejlvang et al., 2018). Sollten sie mit ihren Beobachtungen Recht behalten,
kdnnte dies eine Erklarung far den fehlenden Anstieg der autophagischen Aktivitat in den von
mir genutzten SH-SY5Y-Zellen darstellen, die nur fir zwei Stunden einem Aminosaurentzug
ausgesetzt waren. Dagegen spricht allerdings der Anstieg des autophagischen Fluxes in
HelLa-Zellen, wenn man davon ausgeht, dass beide Zellsysteme ahnlich reagieren.
Andernfalls kénnten diese Beobachtungen durchaus eine unterschiedliche Reaktion
neuronaler Zellen auf einen Aminosdureentzug implizieren. Eine andere Mdglichkeit fur die
fehlende Signifikanz des autophagischen Fluxes des Aminosaureentzugs in SH-SY5Y-Zellen
kénnte die hohe Streuung der Werte sein, da im Mittel durchaus ein Trend flr einen erhéhten

Flux zu sehen ist.

Zusammenfassend entsprechen die in dieser Arbeit gefunden Ergebnisse zum Entzug von
Glukose und Aminosauren in neuronalen und nicht neuronalen Zellsystemen den
Beobachtungen bereits verdffentlichter Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen. Der Entzug von
Aminoséauren, aber nicht von Glukose flhrt zu einer Aktivierung der Autophagie in HelLa-
Zellen, wahrend ein Entzug von Aminosauren oder Glukose in neuronalen SH-SY5Y-Zellen
keinen signifikanten Effekt auf die Autophagie zeigt. Neuronale Zellen sind damit nicht in der
Lage dem Entzug von Nahrstoffen mit einer erhéhten autophagischen Aktivitat zu begegnen.
Die fehlende Reaktion das autophagischen Fluxes auf den Glukoseentzug unterstiitzt den
Verdacht, dass Glukose fir eine funktionale Autophagie nétig ist. Weiterfihrend sollten
allerdings die Entzugsversuche fir die SH-SY5Y-Zellen erneut durchgefiihrt werden, um die
durch die starke Streuung der Werte verursachte mdégliche Verzerrung der Mittelwerte zu

Uberprufen.
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lorio et al. konnten 2015 zeigen, dass BAG3 an der Ausschittung insulinhaltiger Vesikel in
B- Zellen des Pankreas beteiligt ist. Sie formulierten ein Modell, bei dem BAGS3 unter basalen
Bedingungen an die SNARE-Proteine SNAP25 und Syntaxin-1 gebunden ist und somit deren
Interaktion miteinander inhibiert. Unter Glukosestimulation wird die Interaktion von BAG3 und
SNAP25 Uber die Phosphorylierung von BAG3 unterbrochen und die Bildung des t-SNARE-
Komplexes, sowie die Vesikelausschittung ermdglicht (lorio et al., 2015).

Um die Arbeitshypothese einer BAGS3-vermittelten, neuronalen Vesikelausschiittung zu
dberprifen, wurden zundchst Immunoprazipitationen mit synaptosomalen Praparationen
durchgefihrt, um die Interaktion zwischen BAG3 und Syntaxin-1 bzw. SNAP25 im neuronalen
System zu untersuchen. Hierzu wurde zunachst ein Isolationsprotokoll fir Synaptosomen
etabliert, das sich am lIsolationsprotokoll von Gray und Whittaker orientiert (Gray and
Whittaker, 1962). Die in den Abbildungen 21 und 22 dargestellten Ergebnisse zeigen dabei
deutlich den Erfolg des hier verwendeten Protokolls bei der Isolation von Synaptosomen.

So wurden, wie erwartet, die Proteine SNAP25, PSD95, und TOM20 in der synaptosomen-
haltigen Interphase aufkonzentriert. SNAP25 ist als SNARE-Proteine an der vesikularen
Ausschittung von Neurotransmittern beteiligt und vor allem in der Prasynapse lokalisiert
(Giniatullin et al., 2006, Osen-Sand et al., 1996, Zhang et al., 2011a). PSD95 ist das Protein
mit der gréBten Haufigkeit in der Postsynapse (Cheng et al., 2006, Cho et al., 1992). Es ist an
der Stabilisierung, der Rekrutierung und dem Transport von NMDARs und AMPARs beteiligt
(Chen et al.,, 2000, Kornau et al., 1995) und ist essentieller Bestandteil glutamaterger
Transmission, synaptischer Plastizitat und dendritischer Dornmorphogenese ( dendritic spine
morphogenesis) (Funke et al., 2005, Gilman et al., 2011, Kim and Sheng, 2004). Auch die
Anwesenheit von TOM20 als mitochondriales Protein in der Interphase bestéatigte den Erfolg
des Protokolls. Sowohl die Anwesenheit von Mitochondrien in der Prasynapse, als auch die
Méglichkeit der Isolation von Mitochondrien aus synaptosomalen Praparationen konnten
bewiesen werden (Lai and Clark, 1976, Misgeld and Schwarz, 2017). Membranmarker wie
GM130 oder CNPase waren nicht oder nur schwach in der Interphase zu finden, und zeigten
ihr starkstes Signal wie erwartet, in deutlich gréBeren Fraktionen. GM130 als golgiassoziiertes
Protein und CNPase als myelinassoziiertes Protein sollten nicht in der Interphase zu finden
sein (Derby et al., 2007, Gravel et al., 1996, Hinman et al., 2008, Kasama-Yoshida et al., 1997).
Zum einen ist der Golgi ausschlieBlich auf das Zellsoma beschrénkt und zum anderen sollten
Synaptosomen, bestehend aus Pra- und Postsynapse, keine Myelinschicht aufweisen. Dass
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trotzdem Banden flur beide Proteine innerhalb der synaptosomentragenden Interphase
detektiert werden konnten, liegt an Membran-/Myelinresten, die laut Blitz und Fine haufiger
Verunreinigungen in solchen Praparationen bilden (Blitz and Fine, 1974).

Die Anwesenheit von BAG3 in Synaptosomen, die erstmals von Bruno et al. beschrieben
(Bruno et al., 2014, Bruno et al., 2008) wurde, konnte wie die Abbildungen 21 und 22 zeigen
bestatigt werden.

Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass es maoglich ist, die
Dichtegradientenzentrifugation bereits mit der S1-Fraktion anstatt der P2-Fraktion
durchzufiihren (vgl.4.2.1.6), wie es Abbildung 22 verdeutlicht.

Die nach der erfolgreichen Etablierung des Isolationsprotokolls mit BAG3 durchgeflihrten
Immunoprazipitationen aus synaptosomalen Praparationen (vgl. Abbildung 23) bestétigten die
von lorio et. al. gefundenen Interaktion zwischen BAG3 und Syntaxin-1 (lorio et al., 2015).
Allerdings sind sie nicht in der Lage die Interaktion zwischen BAG3 und SNAP25 vollstandig
zu bestatigen. Es zeigte sich zwar ein SNAP25-Signal in der mit einem N-terminalen BAG3
Antikérper durchgefiihrten Prazipitation (Abbildung 23 B), doch die Prazipitationen mit dem C-
terminalen BAG3 Antikdrper zeigten kein eindeutiges SNAP25-Signal (Abbildung 23 A). Eine
Interaktion von BAG3 mit HSP70, wie sie bereits beschrieben wurde, konnte in beiden
Immunoprazipitationen bestatigt werden (Takayama et al., 1999).

Von Interesse ist, dass die fir Syntaxin-1 und SNAP25 gefundenen Signale keine
Anreicherung in der mit BAG3 durchgefihrten Prazipitation zeigten. Dies galt sowohl fiir den
N-Terminalen, als auch fir den C-Terminalen Antikérper. Eine mdgliche Erklarung hierfir
kdnnte eine recht geringe Menge an Syntaxin-1 bzw. SNAP25 sein, die mit BAGS interagiert,
und die selbst unter Anreicherung in der Prazipitation nur einen sehr geringen Anteil an der
Gesamtmenge der SNARE-Proteine ausmacht. Eine simplere Erklarung ware allerdings, dass
die Waschkonditionen der Magnetklgelchen nicht optimal fir diese Immunoprazipitation sind.
HierfUr wirden unter Umsténden die fehlgeschlagenen IPs mit Syntaxin-1 und SNAP25 fir
BAGS sprechen (nicht in dieser Arbeit dargestellt).

Die Ergebnisse fur die Detektion von SNAP25 sind erst einmal erstaunlich, da die IP unter
gleichen Bedingungen nur fiir den N-terminalen BAG3-Antikérper eine deutlich zuordenbares
SNAP25-Signal zeigte. Dies kénnte darauf schlieBen lassen, dass eine mdgliche Interaktion
zwischen BAG3 und SNAP25 im C-terminalen Abschnitt von BAG3 stattfindet. Der hier
genutzte, gegen ein Peptid von Aminosaure 275-575 erzeugte C-terminale Antikérper, kdnnte
in der Lage sein, die Interaktion zu blockieren. Hiergegen wirde aber zunachst einmal die

erfolgreiche Detektion von HSC70 sprechen, da diese Interaktion an der im C-Terminus
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befindlichen BAG3-Doméne erfolgt. Ausgenommen eine Interaktion zwischen BAG3 und
SNAP25 wiirde weiter N-terminal, z.B. in der PxxP-Domane stattfinden.

Eine weitere Erklarung fur diesen Umstand kénnten die Beobachtungen von Bruno et al.
liefern, die eine kleinere, synaptosomenassoziierte Isoform von BAG3 beschrieben, die sie nur
mit Hilfe eines N-terminalen Antikdrpers detektieren konnten (Bruno et al., 2008). Sollte eine
C-terminal verklrzte Isoform von BAG3 mit SNAP25 interagieren, bestande die Méglichkeit,
dass sie nicht vom C-terminalen Antikdrper detektiert werden kann. Wieso allerdings weiterhin
Syntaxin-1 fir beide Antikérpervarianten detektiert werden kann bliebe in diesem Fall unklar.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus 5.2.1 und 5.2.2, die erfolgreiche Etablierung
eines Protokolls zur Isolation von Synaptosomen und die Interaktion von BAG3 mit Syntaxin-1
in Synaptosomen. Fortfihrend wird es von Wichtigkeit sein, die mégliche Interaktion zwischen
BAG3 und SNAP25 weiter zu untersuchen, flr die es hier zwar Hinweise gibt, welche
allerdings schlussendlich nicht vollstandig bestéatigt werden konnte. Eine weitere Optimierung
des IP-Protokolls und die Nutzung verschiedener N-terminaler Antikdrper kénnte weitere
Klarheit schaffen. Immunopréazipitationen mit SNAP25 und Syntaxin-1 sollten noch einmal

wiederholt werden, um die hier gefundenen Ergebnisse zu verifizieren oder zu falsifizieren.

Eine Untersuchung der Vitalitat der isolierten Neurone, das Vorkommen von neurotransmitter-
haltigen Vesikeln und die Méglichkeit der Vesikelausschuttung sollte ebenfalls vorgenommen
werden. Zerstérte Synaptosomen oder durch die Isolation verursachte Ausschiittungen der
Transmitter kdnnten potentiell negative Einflisse auf die Interaktion der drei untersuchten
Proteine haben. Die Uberpriifung der Vitalitat der Synaptosomen und die Anwesenheit von
Neurotransmittervesikeln kann ({ber eine elektronenmikroskopische Untersuchung der
Morphologie oder eine elektronenmikroskopische Farbung von Neurotransmittern bzw. deren
Vesikel stattfinden.
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Wie bereits erdrtert, konnten Bruno et al. 2008 eine kleinere, synaptosomenassoziierte Isoform
von BAG3 beschreiben (Bruno et al., 2008), die allerdings nicht weiter charakterisiert wurde.
In dieser Arbeit sollten mdgliche Mechanismen des Zustandekommens der von Bruno et al.
beschriebenen, kleineren BAG3-Isoform untersucht werden.

Die ersten Ergebnisse aus 5.2.3 sprachen zunachst fur die Existenz einer kleineren Isoform
von BAGS3. Abbildung 24 A zeigt zusatzlich zu den erwarteten BAG3 Signalen bei ca. 75 kDa
ein weiteres Signal bei ca. 43 kDa, das nicht mit einem C-terminalen Antikdrper detektierbar
und ausschlieBlich in Aufreinigungen von Hirnhomogenaten, nicht aber in SH-SY5Y-Zellen zu
finden war. Die Befunde in den SH-SY5Y-Zellen sind nicht zwingend unerwartet, wenn man
von einer synaptosomalen Assoziation der kleineren BAG3-Isoform ausgeht. SH-SY5Y-Zellen
befinden sich als proliferierende Zellen im undifferenzierten Zustand und bilden entsprechend
keine Synapsen aus. Interessant war allerdings das in der P1-Fraktion erkennbare Signal fir
die kleinere BAG3-Isoform, die laut Protokoll keine Synaptosomen enthalten sollte. Es besteht
allerdings die Mdoglichkeit einer nicht vollstandigen Trennung, die einen Anteil an
Synaptosomen in der P1-Fraktion ermdglicht. Dagegen spricht an dieser Stelle zum Teil, dass
das BAG3-Signal fur die kleinere Isoform in der P2-Fraktion nur marginal starker ist als in der
P1-Fraktion. Eine entsprechende Ladekontrolle fehlt an dieser Stelle aufgrund der
Fraktionierung. Vergleicht man die Ergebnisse der BAG3-Detektion fir P1- und P2-Fraktion
mit den Ergebnissen von Bruno et al. zeigen sich fir beide Fraktionen Ubereinstimmungen,
da auch Bruno et al. ein entsprechendes Signal in der P1-Fraktion detektieren konnten (Bruno
et al., 2008).

Eine kleinere BAG3-Isoform, die nicht mit einem C-terminalen Antikdrper gegen das Peptid
275-575 von BAG3 detektiert werden kann, kdnnte auf eine C-terminal trunkierte mRNA von
BAGS3 hindeuten oder auf ein mégliches RNA-Editing tber APOBECs. Die Deaminierung von
Cytosinen durch APOBECs flihrt zur Bildung von Uracil, was zu frihen Stopp-Codons in der
mRNA flihren kann. Fir die Untersuchung des Zustandekommens der kleineren
BAG3-Isoform wurde zunachst BAG3-RNA aus verschiedenen Teilen des Rattengehirns
isoliert und die mittels reverser Transkription erhaltene cDNA auf einem Agarosegel analysiert.
Hierbei ist zu beachten, dass die Primer unter der Annahme eines gleichen 3'-UTRs flr beide
Isoformen erstellt wurden. Wie die Ergebnisse in 5.2.3 in den Abbildungen 26 und 27 zeigen,
konnte weder eine durch eine Trunkierung verkirzte mRNA in der Analyse mittels Agarosegel,
noch irgendwelche durch APOBECs erzeugte Stopcodi in der Sequenzierung der cDNA und

155



Diskussion

im Aminosaurealignement gefunden werden. Ein Austausch von Cytosin mit Uracil wiirde sich
in der Sequenzierung als doppeltes Signal bemerkbar machen, was allerdings nicht
beobachtet werden konnte. Die Beobachtungen sprechen gegen eine kleinere BAG3-Isoform
bzw. gegen die Entstehung der kleineren Isoform Gber mRNA Trunkierung oder RNA-Editing.
Diese Interpretation kann dabei nur unter der Annahme eines gleichen 3‘-UTRs flr beide
BAGS-Isoformen durchgefiihrt werden. Es ist also von Wichtigkeit, diese Annahme zu

Uberprufen.

Bruno et al. nutzen zur Verifizierung der von ihnen im Westernblot gefundenen kleineren
BAG3-Isoform massenspektrometrische Analysen. In einem weiteren Versuch, die Existenz
einer kleineren BAGS3-Isoform zu verifizieren, wurden, wie in Abbildung 28 dargestellt,
Gelabschnitte eines mit Coomassie gefarbten Gels in Hbhe der Signale fir BAG3
ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Untersuchung geschickt. Die Detektion der
Signale erfolgte mit einem N-terminalen BAG3-Antikdrper. Tabelle 16 zeigt, dass in allen drei
Durchlaufen der massenspektrometrischen Analyse nur in der 74 kDa groBen Exzision
zuverlassig BAG3 detektiert werden kann. Eine Detektion von BAGS in der 43 kDa grof3en
Exzision konnte nicht bestatigt werden, was den Ergebnissen von Bruno et al. widerspricht.

Die Existenz einer kleineren, synaptosomenassoziierten BAG3-Isoform konnte im Rahmen der
in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente nicht oder nur teilweise bestatigt werden. Die im
Westernblot gefundenen BAG3-Signalen bei ca. 43 kDa sprachen zwar flr die Existenz einer
kleineren Isoform, allerdings widersprachen dem die Ergebnisse der parallel durchgeflihrten
Massenspektrometrie. Es gab auch keinen Hinweis darauf, dass diese kleinere Isoform durch
mRNA-Trunkierung oder RNA-Editing entstdnde. Allerdings bleiben die Einschrankungen
bestehen, dass die Analyse der mRNA bzw. cDNA auf der Annahme beruht, dass die mRNAs
beider Isoformen die gleiche 3‘-UTR besitzen, was zumindest die GrdéBenanalyse der
Agarosegelbanden weniger aussagekraftig macht. Die Sequenzierung der erstellten cDNAs
zeigte keinen Austausch von Cytosin mit Uracil oder weitere Hinweise fiir die Entstehung
moglicher Stoppcodons. Fir eine endglltige Aussage muss dieser Versuch jedoch noch
mindestens zweimal wiederholt werden. Eine weitere Schwierigkeit ist, dass der von Bruno et
al. genutzte Antikdrper nicht mehr erwerblich ist, was eine genaue Reproduktion ihrer
Westernblotbeobachtungen erschwert.
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Das Co-Chaperon BAG3 Ubernimmt in einer Vielzahl zellularer Prozesse eine wichtige
Funktion. So auch in der Wartung von Filamin, in der korrekten Lokalisation von CapZf1 und
in der Sicherstellung der richtigen Orientierung des Spindelapparates und des Abbaus des
kontraktilen Aktinrings wahrend der Cytokinese (Fuchs et al., 2015, Hishiya et al., 2010,
Nakamura et al., 2011, Varlet et al., 2017). In all diesen Prozessen beeinflusst oder interagiert
BAG3 mit Komponenten des Aktincytoskeletts. Entsprechend ist es nicht verwunderlich, dass
in einer von der AG Behl in Kooperation mit dem SFB 1177 und der Gotheuniversitat Frankfurt
durchgeflhrten, massenspektrometrischen Interaktomanalyse auf der Suche nach
potentiellen BAG3 Interaktoren viele Proteine des Aktincytoskeletts zu finden sind (Daten noch
nicht verdffentlicht). Hierzu setzten sie HEK293-T-Zellen zwei verschiedenen Stress-
bedingungen aus; cytotoxischem Stress durch Transfektion von SOD1-G85R-GFP oder
proteostatischem Stress durch MG132-Behandlung. Nach der Behandlung wurden endogene
Immuno-préazipitationen mit BAG3 durchgefuhrt und diese via Massenspektrometrie analysiert.
Einer der vorlaufig gefundenen Interaktoren war das nicht muskuldre Myosin 1I-C
(NMII-C/MYH14), dessen Interaktion mit BAG3 in dieser Arbeit untersucht wurde.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten, endogenen Immunopréazipitationen mit BAG3 wurden in
Hep-G2-Zellen realisiert. Die Begrindung fir den Gebrauch von Hep-G2-Zellen an Stelle von
HEK293-T-Zellen liegt in der Menge des endogen vorhandenen NMII-C/MYH14 in den
verschiedenen Zelltypen. Hep-G2-Zellen besitzen héhere Expressionsspiegel von MYH14 als
HEK293-Zellen, was die endogene Co-Prazipitation von MYH14 und BAGS3 vereinfachen sollte
(vgl. Abbildung 46). Die Immunopréazipitationen bestatigten die in der massen-
spektrometrischen Interaktomanalyse gefundene Interaktion zwischen BAG3 und MYH14. So
zeigen die in Abbildung 29 dargestellten Ergebnisse deutlich ein MYH14-positives Signal in
der BAG3-IP. Des Weiteren bestétigten sie die erfolgreiche Prazipitation von BAG3 durch die
Detektion entsprechender BAGS3-Signale und Uber die Co-Prazipitation des Chaperons
HSP70. Allerdings verdeutlicht Abbildung 29 auch ein Problem der durchgeflhrten
Immunoprazipitationen. Der Versuch 0123 zeigt im Gegensatz zum Versuch 0122 kein
MYH14-Signal in der BAG3-IP und beschreibt damit die Schwierigkeit einer zuverlassigen Co-
Prazipitation von MYH14 und BAG3, die sich durch die verschiedenen Versuchs-
wiederholungen zog. Eine modgliche Erklarung hierfir kdnnte eine indirekte Interaktion

zwischen BAG3 und MYH14 sein, die von bisher unbekannten Faktoren abhangt.
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Abbildung 46: Schematische Darstellung der relativen MYH14-Expressionsspiegel in verschiedenen
Zelllinien. Aus dem Human Protein Atlas Ubernommene und abgeanderte, bildliche Darstellung der relativen
Expressionsspiegel von MYH14 in verschiedenen Zelllinien. VergréBert dargestellt sind die in dieser Arbeit
genutzten Hep-G2- und HEK293-Zellen.

Die Befunde der Immunoprazipitationen sollten im nachsten Schritt immunocytochemisch tber
die Co-Lokalisation von BAG3 und MYH14 in entsprechend gefarbten Zellen erweitert werden.
Hierzu wurden zunédchst Einzelfarbungen fir BAG3 und MYH14 durchgeflihrt, um die
subzellulare Lokalisation beider Proteine zu untersuchen. BAG3 zeigte eine cytosolische
Lokalisation mit einem, vor allem in HeLa-Zellen starken, nuklearen Signal in allen getesteten
Zellen. Diese Beobachtungen stehen zum Teil im Einklang mit Ergebnissen von Jin et al. die
eine nukleare Lokalisation von BAG3 unter Hitzestress zeigen konnten (Jin et al., 2015) und
mit den Ergebnissen der von der AG Behl durchgefiihrten, massenspektrometrischen
Interaktomanalyse, welche mehrere nukledre Proteine als mdégliche BAG3 Interaktoren
auffuhrt (Daten noch nicht veréffentlicht). Die gewonnenen Daten zur Lokalisation von BAG3
stimmten zuséatzlich mit den Daten aus Genecards (Stand 26.04.2020) und dem Human
protein atlas (Stand 26.04.2020) und mit den Ergebnissen der hier durchgeflihrten
subzellularen Fraktionierung in transfizierten und untransfizierten HEK293-T-Zellen Uberein
(vgl. Abbildungen 33 und 37).

Die nukleare Farbung von BAG3 und die damit potentiell einhergehende nukledre Lokalisation
bedarf weiterer Klarung. Die von Jin et al. berichteten Beobachtungen fir die Lokalisation von
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BAG3 beziehen sich auf hitzegestresste Zellen, was bei den hier vorliegenden Ergebnissen
nicht der Fall ist. Eine Uberexpression FLAG-markierter BAG3-Konstrukte zeigte ebenfalls
kein nukleares Signal in HEK293-A-, HEK293-T- und Hep-G2-Zellen (vgl. Abbildung 31).
Allerdings bestiinde die Mdglichkeit in diesem Fall, dass die Markierung von BAG3 mit FLAG,
eine nukleare Lokalisation verhindert. So konnte fiir GFP gezeigt werden, dass eine N- oder
C-terminale Markierung einen unterschiedlichen Effekt auf die Lokalisation von Proteinen
besitzt (Weill et al., 2019). Verifizierte Farbungen von BAG3 in A-431-, U-2 OS- und U-251
MG-Zellen, wie sie der Human Protein Atlas darstellt, zeigen auch eine eher cytosolische
Lokalisation von BAG3. Die hier in Fraktionierungen gefundenen nukleére Lokalisation von
BAGS3, zusammen mit den Erkenntnissen von Ammirante et al. (Ammirante et al., 2011) und
Gupta et al. (Gupta et al., 2019) sprechen fir eine mégliche nukledre Lokalisation von BAGS.
Zusammengefasst ist eine nukleare Lokalisation von BAG3 wahrscheinlich, bedarf aber

weiterer Untersuchungen.

Eine weitere Beobachtung im Zusammenhang mit BAGS3 ist das mitochondriale BAG3-Signal
in den Fraktionierungen transfizierter Zellen, welches nicht in den Fraktionierungen
untransfizierter, als Kontrolle genutzter HEK293-T-Zellen beobachtet werden konnte. Hierbei
kann es sich zunachst um eine Verunreinigung handeln. Eine andere Hypothese, die auf der
BAGS3 vermittelten Qualitatskontrolle von Mitochondrien in Kardiomyocyten aufbaut, ist, dass
der durch die Kalziumphosphattransfektion erzeugte zellulare Stress zu einem erhdhten
Bedarf mitochondrialer Qualitatskontrolle durch BAG3 flhrt. Hierfir wirde sprechen, dass die
Calciumkonzentration einen wichtigen Einfluss auf die mitochondriale Funktion ausibt

(Duchen et al., 2008) und eben jene durch eine Transfektion mit Kalziumphosphat erhéht wird.

Ahnlich wie fiir BAG3 zeigten Farbungen von endogenem NMII-C/MYH14 ein cytosolisches
und ein nukleares Signal, wobei das nukleére Signal deutlich starker war als das cytosolische.
Damit entsprechen die Farbungen des hier genutzten C-terminalen Antikérpers den Daten des
Human Protein Atlas, die bei der Nutzung eines N-terminalen MYH14-Antikérpers nukleare
Signale in MCF-7-, RT4- und U-2 OS-Zellen zeigen. Eine Untersuchung der Co-Lokalisation
zwischen MYH14 in FLAG-BAGS transfizierten Zellen fallt, wie in Abbildung 32 dargestellt,
entsprechend negativ aus. In einem Vergleich der in den Immunofarbungen gefundenen
Lokalisation von MYH14 (vgl. Abbildung 30, 32) mit den Ergebnissen der subzellularen
Fraktionierung (vgl. Abbildung 33, 34), zeigte sich ein Widerspruch fir die Lokalisation von
MYH14. Die Fraktionierung zeigten eine deutliche Lokalisation von MYH14 im Cytosol. Es
konnte zwar auBerst schwache Signale fir MYH14 in der nukledren Fraktion beobachtet
werden, allerdings handelte es sich hierbei vermutlich um Verunreinigungen, wie die leichte
Tubulin-Bande fir n4 in Abbildung 37 vermuten l&sst. Die Immunfarbungen anderer
Arbeitsgruppen mit sowohl N- als auch C-terminalen MYH14-Antikérpern sprechen ebenfalls
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flr eine eher cytosolische Lokalisation von MYH14 (Surcel et al., 2019, Takaoka et al., 2014,
Wylie and Chantler, 2008). Die Uberexpressionen verschiedener GFP-markierter MYH14-
Konstrukte in immunocytochemischen Analysen zeigen ebenfalls fast ausschlieBlich
cytosolische Signale (vgl. Abbildungen 34, 35, 36) (Almutawa et al., 2019, Jana et al., 2009).
Allerdings bleibt auch hier der Einwand bestehen, dass die angehangte GFP-Markierung die
zellulére Lokalisation beeinflussen kénnte (Weill et al., 2019). Betrachtet man zusatzlich die
Funktionen von MYH14, wie z.B. in Cytokinese (Jana et al., 2006, Takaoka et al., 2014) und
mitochondrialer Fragmentierung (Almutawa et al., 2019) wird eine cytosolische Lokalisierung
von MYH14 wahrscheinlicher. Wie die nuklearen Farbungen fir MYH14 in den Abbildungen
29 und 31 und den Daten des Human Protein Atlas zustande kommen, bleibt ungeklart und
bedarf weiterer Untersuchungen.

Da BAG3 und NMII-C/MYH14 hauptsachlich im Cytosol lokalisiert sind, der hier genutzte
MYH14-Antikérper aber ein hauptséachlich nukleares Signal zeigt, wurden erneute Farbungen
durchgefliihrt. Hierzu wurden verschiedene, murine, GFP-markierte SpleiBvarianten von
MYH14 in HEK293-T-Zellen Gberexprimiert und mit einem C-terminalen BAG3-Antikérper
gefarbt. Die Abbildungen 34 und 35 prasentieren die Ergebnisse dieser Farbungen und zeigen,
dass BAG3 mit MYH14 co-lokalisiert. Ein Problem dieser Versuche bestand darin, dass sich
durch die Uberexpression von MYH14 teils relative groBe Aggregate in den Zellen zu bilden
schienen (vgl. Abbildungen, 34-36) und dass sich MYH14 in aggresomahnlichen Strukturen in
der Néhe der Nuclei anlagerte (gelbe Pfeile Abbildung 37). BAG3 co-lokalisierte dabei nicht
nur mit den aggregierten MYH14-Strukturen (gelbe Pfeile in Abbildung 37, BildvergréBerungen
in Abbildung 36), sondern auch mit unaggregiertem MYH14 (BildvergréBerungen in
Abbildung 37). Die Co-Lokalisation von BAG3 mit MYH14-Aggregaten kénnte auf einen BAG3
vermittelten Abbau von MYH14 deuten. Das Fehlen aggregatférmiger Signale von BAGS
kdénnte auf eine Eigenheit der HEK293-T-Zellen zuriick zu fhren sein. Beobachtungen unter
MG132-Behandlung zeigen in HEK293-T-Zellen keine Entstehung perinukleérer Aggresomen,
obwohl dies fir HEK293-A- oder COS-7-Zellen beobachtet werden konnte (Beobachtungen
hier nicht dargestellt).

Zusammenfassend implizieren die hier dargestellten und diskutierten Ergebnisse eine
Interaktion zwischen BAG3 und MYH14, die héchst wahrscheinlich im Cytosol stattfindet. Ob
es sich um eine direkte oder indirekte Interaktion handelt, kann hier nicht geklart werden und
bedarf weiterer Untersuchungen. Gemeinsame Interaktionspartner beider Proteine kénnten
hierbei Proteine des Aktincytoskeletts sein. Eine potentielle Verbindung zwischen BAG3 und
MYH14 kénnte Gber die 14-3-3 Proteine zustande kommen. Fir diese Proteine konnte zum
einen gezeigt werden, dass sie mit BAG3 interagieren und zusammen mit BAG3 an der
Aggresombildung beteiligt sind (Ge et al., 2010, Xu et al., 2013) und zum anderen, dass sie
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nicht nur wie Myosine ein wichtiger Faktor fur die Cytokinese sind, sondern auch Uber die
Interaktion mit der NMHC isoformspezifisch die Filamentformation aller nicht muskularen
Myosine regulieren (West-Foyle et al., 2018, Zhou et al., 2010).

Da ich in dieser Arbeit MYH14 als méglichen BAG3-Interaktor bestatigen konnten, wurden im
nachsten Schritt mdgliche mit BAG3 assoziierte Funktionen von MYH14 untersucht. Arbeiten
aus unserem Labor unter Gamerdinger et al. konnten eine Schlisselfunktion von BAG3 im
Abbau, bzw. der Akkumulation von mutantem SOD1 in Aggresomen nachweisen
(Gamerdinger et al., 2011b). Eine darauf basierende Frage, mit der sich die hier vorliegende
Arbeit beschaftigt hat, ist, oo MYH14 als potentieller BAG3-Interaktor einen Einfluss auf die
BAG3 vermittelte Aggregation oder den Abbau von SOD1-G85R-GFP besitzt. Wie die
Ergebnisse aus 5.4 zeigten, bewirkte der Knockdown von MYH14 einen Anstieg der
GFP-Spiegel in mit SOD1-G85R-GFP transfizierten HEK293-T-Zellen (vgl. Abbildung 38), der
nicht mit einer Anderung der aggregativen Eigenschaften von SOD1-G85R-GFP einherging
(vgl. Abbildung 39). Eine signifikante Erhéhung der BAG3-Spiegel unter MYH14-Knockdown,
was flr eine Interaktion zwischen beiden Proteinen oder eine gegenseitige Regulation
sprechen kdnnte, konnte ebenfalls beobachtet werden.

Die fehlende Verénderung des Anteils von SOD1-G85R-GFP an der SDS-I8slichen oder
SDS-unléslichen  Fraktion  deutete  darauf hin, dass die Erhéhung  der
SOD1-G85R-GFP-Spiegel unter MYH14 Knockdown kein Ergebnis einer verstarkten,
aggresomalen Ansammlung war. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass entweder eine
erhéhte SOD1-G85R-GFP-Produktion, oder méglicherweise eine gestérte Degradation fiir die
Erhdhung der GFP-Spiegel verantwortlich ist. Die Induktion der Translation von SOD1-G85R-
GFP durch einen MYH14-Knockdown ist eher unwahrscheinlich, da das entsprechende
Plasmid nur transient und konstant tiber einen CMV-Promotor exprimiert werden sollte. Eine
Langzeitanpassung der Zellen auf die Uberexpression kann ausgeschlossen werden.
Interaktionen des CMV-Promotors mit MYH14 bzw. MYH14-vermittelte Interaktionen mit
einem CMV-Promotor oder entsprechend regulatorischen Elementen sind derzeit
weitestgehend nicht bekannt. Allerdings besteht die Gefahr, dass es sich bei dem erhdhten
GFP-Spiegel um ein Transfektionsartefakt handelt, d.h. es kam zu unterschiedlich starken
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Transfektionen mit dem SOD1-G85R-GFP tragenden Plasmid. Eine dreimalige Wiederholung
der gleichen Ergebnisse schlieBt ein Transfektionsartefakt zunachst aus, allerdings fehlt an
dieser Stelle ein Abgleich der Expressionsspiegel zwischen den Versuchsgruppen.
Beobachtungen von Surcel et al., die durch eine pharmakologische Aktivierung der NMII-C-
Filamentformation eine Erhéhung der Zellrigiditat zeigen konnten, wéren allerdings in der Lage
eine erhdhte Transfektionsrate in MYH14-siRNA transfizierten Zellen zu erklaren (Surcel et al.,
2019). In diesem Fall wirde eine Auflockerung des Aktinnetzwerks durch das Fehlen von
MYH14 eine erleichterte Aufnahme der siRNA-tragenden Kalziumphosphatkristalle
ermbglichen. Eine mdgliche Kontrolle der Plasmid-aufnahme durch die Zellen kann
anndherungsweise durch die einzelne Transfektion von EGFP tragenden Plasmiden, GFP-
markiertem, wildtypischen SOD1 und unmarkiertem SOD1 erreicht werden. Transfektionen mit
wildtypischem, GFP-gekoppeltem SOD1 wurden im Rahmen dieser Arbeit angefertigt und
zeigten keine signifikanten Unterschiede in den GFP-Spiegeln zwischen den verschiedenen
siRNA-Transfektionen (nicht in dieser Arbeit dargestellt). Allerdings besaBen diese
Kontrolltransfektionen aufgrund ihrer hohen Standardabweichung nur eine geringe
Aussagekraft. Eine weitere Mdglichkeit fur die Ermittlung der Transfektions-effizienz ist die
Bestimmung des Anteils plasmidtragender Zellen an der Gesamtzellzahl.

FUr eine gestorte Degradation kénnten die Beobachtungen von Gamerdinger et al. und Crippa
et al. sprechen. Nach den Beobachtungen beider Arbeitsgruppen wird mutantes SOD1, wie
fir zwei verschiedene SOD1-Mutanten gezeigt werden konnten, Uber das autophagisch-
lysosomale System abgebaut (Crippa et al., 2013, Crippa et al., 2010a, Crippa et al., 2010b,
Gamerdinger et al., 2011b). Ein entsprechend gestérter Abbau wiirde zu einer Erhéhung der
mutanten SOD1-Spiegel fuhren, die allerdings mit einer erhdhten Aggregationsneigung und
Aggresom-bildung einhergehen sollte.

Neben der Beobachtung, dass BAG3 malgeblich an der aggresomalen Lokalisierung von
SOD1-G85R-GFP beteiligt ist, konnte eine Induktion von BAG3 unter proteasomaler Inhibition
durch MG132 gezeigt werden (Gamerdinger et al., 2009, Gamerdinger et al., 2011b). Durch
die Transfektion von HEK293-T-Zellen mit MYH14 siRNA und anschlieBender sechsstindiger
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Behandlung mit 10 pM MG132 sollte ein Einfluss von MG132 auf NMII-C bzw. der Einfluss von
NMII-C auf die BAG3 vermittelte Aggresombildung untersucht werden.

Wie die Ergebnisse aus 5.4.2 zeigen, konnte die erfolgreiche BAG3-Induktion durch MG132,
wie sie auch schon von Gamerdinger et al. gezeigt wurde, bestatigt werden (Gamerdinger et
al., 2009, Gamerdinger et al., 2011b). Die Verifizierung der Ergebnisse erfolgte hierbei Uber
einen Anstieg der BAG3-Spiegel unter MG132-Behandlung (vgl. Abbildung 40) und Uber eine
deutliche Abnahme aggresompositiven Zellen unter BAG3-Knockdown nach erfolgter MG132-
Behandlung (vgl. 5.4.2.2). Bezlglich des Einflusses von MG132 auf die ProteinSpiegel von
MYH14 konnte keinerlei Effekt beobachtet werden (vgl. Abbildung 40). Ein proteasomaler
Abbau von NMII-C kann entsprechend ausgeschlossen werden.

Im Zusammenhang mit den Immunfluoreszenzfarbungen (vgl. Abbildung 36, 37) und der
nachgewiesenen Interaktion zwischen BAG3 und MYH14 (vgl. Abbildung 29) kénnte ein nicht
proteasomaler Abbau fir eine BAG3-vermittelte Degradation oder Aggregation von MYH14
sprechen. Auch die BAG3-vermittelte Bildung von Aggresomen wird nicht durch einen
MYH14-Kockdown beeinflusst, wie die statistische Auswertung des Anteils aggresompositiver
Zellen an der Gesamtzellzahl zeigen konnten (vgl. Abbildung 41). Eine ungewdhnliche
Beobachtung war, dass die Anzahl der aggresompositiven Zellen in nonsense siRNA, ahnlich
wie in mit BAG3 siRNA transfizierten Zellen, im Vergleich zu Mock transfizierten Zellen
reduziert ist und sich keine Unterschiede zwischen ns und BAG3 siRNA-Transfektion zeigten.
Entsprechend war ein Unterschied zwischen MYH14-Knockdown und ns siRNA Transfektion
ebenso unerwartet. Eine mdégliche Erklarung wére eine Kontamination der ns siRNA mit BAG3
siRNA, die allerdings durch Lysatanalysen mittels Westernblot ausgeschlossen werden
konnte. Warum eine Transfektion mit ns siRNA im Vergleich zu Mock-transfizierten Zellen zur
Reduktion der aggregatpositiven Zellen fihrt, bleibt vorerst ungeklart und bedarf weiterer
Untersuchungen. Von Interesse ware in diesem Zusammenhang zusatzlich zur Anzahl der

aggresompositiven Zellen, die exakte GréBe der gebildeten Aggresome zu vergleichen.

Zusammenfassend deuten die hier gefundenen Ergebnisse aus 5.4 daraufhin, dass
MYH14/NMII-C nicht an der BAG3-vermittelten Aggresombildung beteiligt ist und die
gefundenen Interaktion beider Proteine nicht in diesem Prozess stattfindet. MYH14 scheint
des Weiteren nicht proteasomal, sondern mdglicherweise BAG3-vermittelt degradiert zu

werden.
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Autophagische Prozesse sind komplexe Vorgange, die nicht nur einer genauen und
komplexen Regulation durch verschiedenste Signalwege unterliegen, sondern auch auf
Elemente es Cytoskeletts wie Mikrotubuli oder das Aktinnetzwerk zur korrekten Funktion
angewiesen sind (vgl. 1.2). So konnten Versuche zeigen, dass, noch vor der Rekrutierung von
LC3, Aktinfilamente mit dem Omegasom co-lokalisieren. Entsprechend wird die Funktion von
Aktin in frihen Phasen der Autophagie mit der Generierung von PI3P verknlpft (Aguilera et
al.,, 2012). WHAMM, ein Aktinnukleator, ist an Omegasomen lokalisiert, wo er, durch die
Rekrutierung des ARP2/3-Komplexes, unter Nahrstoffentzug die Entstehung komplexer
Aktinnetzwerke in der expandierenden Phagophore férdert, was mdglicherweise, als
Rahmenwerk, die Fusion der beiden Phagophorenenden begtinstigt (Holland and Simonsen,
2015, Kast and Dominguez, 2015, Mi et al., 2015). Beim ARP2/3-Komplex handelt es sich um
einen sieben Untereinheiten groBen, aktinassoziierten Proteinkomplex und einem von drei
Aktinnukleatoren, der ATP-abhangig dazu in der Lage ist einzelne Aktinfilamente in verzweigte
Aktinnetzwerke umzubauen (Goley and Welch, 2006). Die Depletion von CapZ, einem fir die
Aktinfilamentstabilitdt wichtigen Protein, fihrt zum Verlust von verzweigten Aktinnetzwerken
und damit zum Zusammenbruch der schalenférmigen Phagophore. Es entstehen verlangerte,
tubulare Strukturen, die sowohl positiv fir DFCP1, als auch LC3 sind (Edwards et al., 2014,
Holland and Simonsen, 2015). Es ist also nicht verwunderlich, dass aktinassoziierte Proteine
ebenfalls einen Einfluss auf autophagische Prozesse austiben kénnen oder wichtig flr deren
korrekte Funktion sind.

FUr verschiedene Myosine konnte gezeigt werden, dass sie wichtige Funktionen wéahrend der
Makroautophagie Ubernehmen. Myosin VI (MYOG6) ist an dem Transport endosomaler
Membranen zum Autophagosom wahrend der autophagosomalen Reifung beteiligt und
Myosin 1C (MYO1C) scheint mit seiner Funktion in der Cholesterolhomd&ostase in der Lage zu
sein, Makroautophagie direkt zu beeinflussen (Brandstaetter et al., 2012, Tumbarello et al.,
2013, Tumbarello et al., 2012). Eine Depletion von MYO1C fihrt zur Akkumulation von
autophagischen Organellen, die auf eine blockierte Fusion von Autophagosomen bzw.
Amphisomen mit Lysosomen zurlckzufiihren sind (Koga et al., 2010, Kruppa et al., 2016). Das
nicht muskulare Myosin II-A ist ebenfalls in autophagischen Prozessen impliziert. NMII-A ist
mit Membranen des TGN assoziiert und es wird ULK1 abhangig durch ZIPK, einer RLCK,
aktiviert. Entsprechend besteht, wie Versuche von Tang et al. zeigen konnten, die Méglichkeit,

dass NMII-A entweder an der Formation ATG9-positiver Vesikel oder an deren Transport
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beteiligt ist (Miserey-Lenkei et al., 2010, Tang et al., 2011). In diesem Zusammenhang sollte
untersucht werden, ob NMII-C als nicht muskulares Myosin und als Teil des
Aktomyosinnetzwerks einen Einfluss auf die Makroautophagie besitzt.

Wie die Ergebnisse in 5.5 deutlich zeigen besitzt MYH14/NMII-C einen signifikanten Einfluss
auf den autophagischen Flux unter normalen Kultivierungsbedingungen. Der Knockdown von
MYH14 fihrte zu einer Induktion des LC3B-II- und des p62-Fluxes und damit zu einer Induktion
makroautophagischer Prozesse (vgl. Abbildung 44), wahrend eine Uberexpression eine
Reduktion beider Fluxe wund damit der autophagischen Aktivitdt verursachte
(vgl. Abbildung 45). Die NMII-C SpleiBvarianten schienen sich dabei in ihrer Funktion nicht
voneinander zu unterscheiden, was an dieser Stelle fiir die Uberexpression und die damit
einhergehende Reduktion der Fluxe deutlich gemacht werden konnte. Allerdings scheint die
NMII-C1C2 SpleiBvariante einen etwas starkeren Effekt auf den p62-Flux zu zeigen, der im
Vergleich zu den anderen Splei3varianten allerdings nicht signifikant ist.

Ein mdglicher Ansatzpunkt fir eine Hypothese zur Erklarung der hier beobachteten
Ergebnisse kdénnen aus den Versuchen und Ergebnissen von Mleczack et al. abgeleitet
werden. In ihrer Arbeit von 2013 beschéftigten sie sich mit der Funktion von ROCK1 (Rho-
Kinase 1), einer MRLC assoziierten Kinase, in makroautophagischen Prozessen. Durch
Versuche in HEKT293-A- und HelLa-Zellen konnten sie zeigen, dass eine pharmakologische
Inhibition von ROCK1, sowohl unter n&hrstoffreichen Kulturbedingungen als auch unter
Aminosaureentzug die Lipidierung von GFP-LC3 erhdht und diese unter Bafilomycin A1-
Behandlung weiter ansteigt. Zuséatzlich beschrieben sie eine vermehrte Degradation von p62
unter ROCK1-Inhibition und die Entstehung vergréBerter Autophagosomen und Lysosomen.
Die Induktion makroautophagischer Prozesse durch ROCK1-Inhibition schien dabei nicht
durch die Beeinflussung des ATG9-Transports oder die Anreicherung von WIPI am Ort der
entstehenden Autophagosomen verursacht worden zu sein. Allerdings beobachteten sie eine
Anreicherung von ULK1 an den vergréBerten Autophagosomen, was sie zur Annahme einer
verlangerten Elongation wahrend der Formation der Autophagosomen veranlasste (Mleczak
et al., 2013).

Die abgeleitete Hypothese, mit der die Ergebnisse des MYH14-Knockdowns erklart werden
kénnten, ist wie folgt begriindet: Aktives ROCK1, als eine Kinase der regulatorischen Ketten
der nicht muskuléren Myosine (vgl. 1.4.1) phosphoryliert und aktiviert MYH14/NMII-C. NMII-C
wiederum ist in der Lage, im aktivierten Zustand Aktin zu binden und kraftaustibende Filamente
zu bilden, die entweder an der Formgebung bzw. der GréBe der Autophagosomen Uber das
Aktingerist oder an der Abschnirung der Autophagosomen Uber mechanischen Zug am
Aktinskelett beteiligt sind. Im ersten Fall wiirde eine Depletion von MYH14 zu einer Lockerung

165



Diskussion

des Aktinnetzwerks und einer Aufweitung des Aktingerust innerhalb der Phagophoren flhren,
wodurch sich der Umfang der Autophagosomen vergréBert. Im zweiten Fall wiirde das Fehlen
von MYH14 zu einer verlangerten Dauer der Autophagosomabschnirung fihren, was

moglicherweise zu einer verlangerten Expansion fahrt.

Eine &hnliche Funktion wie fir NMII-A/MYH9 kann dabei zun&chst ausgeschlossen werden,
da der ATG9-Transport unter ROCK1-Inhibition unveréandert bleibt.

Die Ergebnisse von Mleczack et al. sind allerdings nicht ganz unumstritten, wie Versuche von
Gurkar et al. zeigen, die in ihrer Arbeit die genau gegenteilige Funktion von ROCK1 fir die
Autophagie beschreiben. In Glukose- und Aminosaureentzugsexperimenten in Hela,
HEK293-T- und IMR90-Zellen beschreiben sie, dass die Aktivierung von ROCK1 die
Autophagie durch die phosphorylierungsbedingte Dissoziation Beclin1s von Bcl2 férdert und
eine entsprechende Inhibition von ROCK1 die Beclin1-Bcl2-Interaktion erhéht (Gurkar et al.,
2013).

Es bleibt also unklar, inwiefern ROCK1 die Autophagie beeinflusst. Zur Uberpriifung der oben
aufgestellten Hypothesen unter der Annahme das ROCK1 MYH14 aktiviert, missen weitere
Experimente durchgefihrt werden. Hierzu zahlen Experimente, die den Phosphorylierungs-
status von NMI-C/MYH14 unter ROCK1-Inhibition oder -Uberexpression kontrollieren und
Immunoprazipitationen, um eine Interaktion beider Proteine zu Uberprufen, wobei dies bei
transienten Interaktionen nicht ganz unproblematisch ist. Zusatzlich ware es wichtig, die
Interaktion oder Co-Lokalisation von MY 14 mit Aktinflamenten am Autophagosom, bzw. die
Co-Lokalisation von MYH14 mit Autophagosomen entweder Uber elektronenmikroskopische

oder Immunofluoreszenzfarbungen zu verifizieren oder falsifizieren.
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Die Ergebnisse und Erkenntnisse dieser Arbeit lassen sich in vier Punkten zusammenfassen.

Erstens konnte ich entsprechend der bereits vorhandenen Literatur zeigen, dass im Gegensatz
zum Entzug von Aminosauren Glukoseentzug keinen Einfluss auf den autophagischen Flux in
nicht neuronalen Zellen besitzt. Des Weiteren reagieren neuronale Zellen auf Nahrstoffentzug
nicht mit einer Induktion der Autophagie, auch wenn sich eine leichte Tendenz unter

Aminosaureentzug bemerkbar macht.

Zweitens wurde eine Interaktion zwischen BAG3 und Syntaxin-1, sowie SNAP25 in
synaptosomalen Isolationen bestédtigt, die mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht im
Zusammenhang mit einer kleineren BAG3-Isoform steht. Eine kleinere BAG3-Isoform wurde
zwar in der Literatur beschrieben, doch ihre Existenz konnte von mir nicht bestétigt werden.
Die Interaktion zwischen BAG3 und SNAP25 bedarf allerdings weiterer Untersuchungen.

Drittens zeigte sich MYH14 als méglicher Interaktor von BAG3 Uber Immunoprazipitationen
und immunocytochemische Farbungen, wobei es noch unklar ist, ob es sich um eine direkte
oder indirekte Interaktion handelt. Zusatzlich ist MYH14 nach den hier dargestellten
Ergebnissen cytosolisch lokalisiert und nicht an der BAGS3-vermittelten Aggresombildung
beteiligt. Es besteht allerdings die Mdglichkeit des BAG3-vermittelten Abbaus.

Viertens beeinflusst MYH14/NMII-C autophagische Prozesse Uber eine Funktion in der
Regulation des autophagischen Fluxes, die unabhangig von der SpleiBvariante zu sein
scheint.
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