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1 Zusammenfassung

Podozyten sind terminal differenzierte, postmitotische Zellen, deren Funktion und Uberleben
fur die Aufrechterhaltung der renalen Filtrationsbarriere essentiell sind. Als postmitotische
Zellen sind sie nur begrenzt regenerationsfahig, sehen sich aber — selbst unter
physiologischen Bedingungen — durch den pulsatilen Blutdruck und die Filtration einer
andauernden mechanischen Belastung ausgesetzt. Bislang unvollstandig geklart ist, wie es
Podozyten gelingt, dieser mechanischen Belastung ein Leben lang stand zu halten und welche
Adaptions-/ Reparaturmechanismen ihnen bei erhéhter Belastung zur Verfligung stehen. Ein
potenzielles Schlusselprotein flr das Verstandnis der podozytdren Mechanobiologie ist das
Co-Chaperon BCL2-associated athanogen 3 (BAG3). BAG3 und seine interagierenden
Proteine konnten bereits in anderen Zellarten (z.B. Muskelzellen und Neuronen) als zentrale
Bausteine der Mechanoprotektion gestresster postmitotischer Zellen identifiziert werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig die Rolle des mechanoprotektiven Co-Chaperons
BAG3 im Podozyten beleuchtet.

Zunachst wurden zwei unterschiedliche a-BAG3 Antikdrper erfolgreich fur Immunfluoreszenz,
Immunoblot, Immunprazipitation und Massenspektrometrie validiert. Dabei handelte es sich
um ein polyklonales Antiserum aus Kaninchen und einen monoklonalen Maus Antikorper. Im
Anschluss konnte die Expression von BAG3, sowohl in kultivierten Podozyten als auch in
Podozyten in vivo nachgewiesen werden. BAG3 ist dabei vornehmlich im Zytosol, aber auch
im Zellkern der Zellen zu finden. Im Glomerulum, der mikrovaskularen Filtrationseinheit der
Niere, exprimieren neben Podozyten auch weitere Zellarten BAG3. BAG3 ist also nicht
spezifisch im Podozyten vorhanden. Massenspektrometrische Untersuchungen in einer
humanen Podozytenzelllinie gaben zudem Aufschluss Gber interagierende Proteine von BAG3
unter basalen Stressbedingungen. Unter den bereits bekannten Interaktoren waren
insbesondere Hsc70 und HSPB8 interessant. Diese sind gemeinsam mit BAG3 Uber den Weg
der chaperone assisted selective autophagie (CASA) an der Mechanoprotektion gestresster
Zellen beteiligt. Zudem konnten weitere, bislang unbekannte Interaktoren von BAG3, wie die
Enzyme RhoA und DNM2, identifiziert werden. Von diesen Enzymen ist bereits bekannt, dass
sie wichtige Rollen bei der Aufrechterhaltung des Aktinzytoskeletts spielen. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten durch Untersuchungen der Mutation BAGP?%" zudem erste Hinweise fiir eine
Rolle von BAG3 in der Entstehung podozytarer Erkrankungen gefunden werden. Die
gesammelten Daten deuten darauf hin, dass BAG3 eine Rolle in der Regulation des
podozytaren Aktinzytoskeletts spielen koénnte. Die genauen Aufgaben des BAG3-
Proteinkomplexes, sowie die Folgen einer BAG3 Mutation fir die glomerulare Physiologie und
die Rolle von BAG3 als therapeutischem Target sollten Gegenstand zukulnftiger Forschung

sein.
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2 Einleitung

2.1 Der Podozyt — eine mechanisch beanspruchte Zelle

Mehr als 200 Millionen Menschen weltweit leiden an chronischer Niereninsuffizienz.
Insbesondere in Industrielandern ist die Pravalenz dieser im Alter gehauft auftretenden
Erkrankung hoch '. Dabei zahlen Erkrankungen der mikrovaskuléren Filtrationseinheiten, der
sog. Glomeruli, zu den Hauptursachen fir die Entstehung einer chronischen
Niereninsuffizienz. Die Filtrationsbarriere im Glomerulus ist aus drei Schichten aufgebaut:
einem fenestriertem Endothel, der glomerularen Basalmembran (GBM) und den Podozyten
(Abbildung 1). Innerhalb des Nierenfilters spielen vor allem Podozyten eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung von Krankheiten. Da Podozyten auf Grund ihrer postmitotischen
Natur nur in geringem Male in der Lage sind, sich selbst zu erneuern , ergibt sich eine
begrenzte Regenerationskapazitat des Nierenfilters 2.

Podozyten haben eine hochkomplexe Zellstruktur, mit der sie die Kapillarschlingen von auf3en
vollstandig mit primaren und interdigitierenden sekundaren Ful¥fortsatzen umschlieRen.
Zwischen den einzelnen sekundaren Fulifortsatzen befindet sich ein ca. 40 nm breiter
Filtrationsschlitz, Uber den hinweg die Zellen miteinander durch einen hoch-spezialisierten
Zell-Zellkontakt, die Schlitzmembran, verbunden sind. Uber Fokalkontakte haften die
Fuldfortsatze an der glomeruldren Basalmembran (GBM). Eine weitere Besonderheit des
Nierenfilters ist die Glykokalyx des Endothels. Diese ist negativ geladen, wodurch negativ
geladene Molekile abgestoRen werden und somit ihre Filtration verhindert wird. Die komplexe
Architektur und die Ladung machen aus dem Nierenfilter ein hochselektives Sieb, welches
Plasma und kleine Molekule passieren lasst, Makromolekile jedoch in der Blutbahn halt 37,
In physiologischem Zustand sorgt der Nierenfilter fur die tagliche Filtration von 180 Litern eines
nahezu proteinfreien Primarharns. Kommt es jedoch zu einer Schadigung des Nierenfilters —
insbesondere der Podozyten — tritt vermehrt Eiweil3 in den Urin Uber. Dieser Zustand wird
Proteinurie genannt 8. Eine Ursache hierflr kdnnte eine zu hohe mechanische Belastung des
Podozyten sein. Aufgrund seiner exponierten Lage an der Aulienseite des Nierenfilters ist der
Podozyt durch pulsatile Perfusion und Filtration besonders starken mechanischen Kraften
ausgesetzt. Schon unter physiologischen Bedingungen besteht ein hydrostatischer
Druckgradient von 40 mmHg uber die GBM, welcher sich bei glomerularen Erkrankungen noch
erhdhen kann. Diesem stehen der Uber die Lange der Kapillare ansteigende onkotische

Druckgradient entgegen °.
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Abbildung 1: Aufbau des Nierenfilters

Schematische Darstellung des dreischichtigen Nierenfilters. Die Ful¥fortsatze der Podozyten
(Podocyte foot process) befinden sich im Harnraum (Urinary space). Diese sind Uber die 40nm
breite Schlitzmembran (Slit diaphragm) untereinander verbunden. In der Mitte befindet sich die
GBM (Glomerular basement membrane). Die Endothelzellen (Endothelial cell) mit der negativ
geladenen Gylkocalyx bilden die Grenze zu den Kapillaren (Capillary). Reprinted by
permission from Springer Nature: Nature Reviews Nephrology, Brinkkoetter, P. T., C. Ising and
T. Benzing (2013). "The role of the podocyte in albumin filtration.” (2013) 2

Um diesem hohen mechanischen Druck ein Leben lang standhalten zu kdnnen, ist das Aktin-
Myosin basierte Zytoskelett der Ful¥fortsatze fest mit seinen benachbarten Strukturen
verankert """, Fokalkontakte und Schlitzmembran stellen dabei keine statischen, passiven,
mechanischen Strukturen, sondern dynamische, anpassungsfahige Signalknotenpunkte dar *.
Vor allem die Schlitzmembran hat groRen Einfluss auf die Adaptionsmechanismen des
Podozyten bei mechanischem Stress. Sie vermittelt beispielsweise die Instandhaltung des
Aktinzytoskeletts und ist an der Steuerung von Prozessen wie der Endozytose, der
Transkription oder der Zellpolaritat beteiligt '2. Aufgrund dieser vielfaltigen Aufgaben wird die
Schlitzmembran auch als zentraler Signalknotenpunkt in der Mechanobiologie des Podozyten
betrachtet *. Sie besteht unter anderem aus dem Transmembranprotein Nephrin, welches den
Abstand zwischen zwei Podozytenfortsatzen Uberbrickt, und einem mechanosensitiven

lonenkanal-Protein-Lipid Superkomplex. Dieser besteht wu.a. aus Podocin, dem
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mechanosensitiven Ca**-Kanal TRPC6 und Signal- Adaptor-Proteinen wie PI3-Kinase, Nck1/2
und Crk. Dieser Komplex ist iber CD2AP und Filamin A am Zytoskelett der Ful¥fortsatze
verankert. Wie wichtig die Schlitzmembran fir die Integritdt des Nierenfilters und der
Podozyten ist, wird im Krankheitsfall deutlich. Mutationen in den oben genannten Proteinen
fuhren nachweislich zu podozytarer Schadigung und stellen eine der Hauptursachen flr
genetische Formen der Proteinurie dar 1%,

Zwar konnten in den vergangenen Jahren Fortschritte im Bereich der Mechanobiologie des
Podozyten erzielt werden, doch wie genau die Zelle auf mechanische Belastung reagiert, ist
weiterhin nicht eindeutig geklart. Bekannt ist, dass es im Verlauf von glomerularen
Erkrankungen zu einer Uberbeanspruchung der podozytéaren Adaptionsmechanismen kommt.
Die mechanische Belastung des Nierenfilters nimmt in Form von glomerularer Hypertension,
Hyperperfusion und Hyperfiltration zu. Die damit einhergehende weitere Erhéhung des
mechanischen Stresses verursacht u.a. Schadigungen des podozytaren Zytoskeletts.

Bei dem bislang unvollstandig verstandenen sog. ,podocyte effacement“ verandern die
Podozyten ihre Struktur. Die Fuldfortsatze werden breiter und die Filtrationsschlitze gehen
verloren. Dabei kommt es zum Podozytenverlust. Dieser kann zunachst durch Hypertrophie
der verbleibenden Zellen kompensiert werden, jedoch ist diese Reserve nicht sehr grof3.
Aufgrund der sehr begrenzten Regenerationsfahigkeit der Podozyten kann es daraufhin zu
einer Vernarbung an einigen Stellen der Glomeruli kommen. Solche Veranderungen werden
wegen des typischen, histologisch auftretenden, Musters als fokal segmentale
Glomerulosklerose (FSGS) bezeichnet. FSGS bedingt eine progrediente Nierenerkrankung,
welche bis zur terminalen Niereninsuffizienz fortschreiten kann '°. Typischerweise treten
Hyperperfusion und Hyperfiltration bei diabetischen und nicht-diabetischen Nephropathien
spatestens als kompensatorischer Mechanismus bei reduzierter Nephronmasse auf "¢,

Fur die Behandlung glomeruldrer Erkrankungen wurden lange Zeit vornehmlich zwei
Medikamentengruppen eingesetzt: ACE-Hemmer und Angiotensin-1-Rezeptorblocker. Diese
Medikamente kdnnen das Fortschreiten der Nierenerkrankung verhindern oder zumindest
verlangsamen. Beide hemmen die Angiotensin Il bedingte Konstriktion des Vas efferens und
entlasten damit das Glomerulum durch Senkung des intraglomerularen Drucks '®'°. Dies ist
besonders bei proteinurischen Patienten wichtig — also bei bereits vorgeschadigten
Glomeruli/Podozyten ?°. Auf Grund der sehr guten Datenlage werden neuerdings zudem
vermehrt Antidiabetika der Gruppe der SGLT2 Inhibitoren eingesetzt 2'. Neben der
antidiabetischen Wirkung zeigten diese Medikamente auch deutliche nephroprotektive Effekte
22 SGLT2 Inhibitoren bewirken (iber den juxtaglomerulédren Feedbackmechanismus eine
Reduktion der renalen Hyperfiltration und wirken dadurch mechanoprotektiv 2.

Um glomerulare Erkrankungen zukilnftig noch zielgerichteter und frihzeitiger therapieren zu

kodnnen, ist es jedoch notwendig, die Adaptionsprozesse des Podozyten bei mechanischer
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Belastung besser zu verstehen. Dabei gibt es grundsatzliche Fragen zu klaren: Wie nimmt der
Podozyt beispielsweise mechanischen Stress wahr (Mechanosensation), welche
Signalkaskaden I6st der Stress aus (Mechanotransduktion) und letztlich: wie schitzt sich die
Zelle vor dieser Belastung (Mechanoprotektion)? Ebenfalls nicht ausreichend geklart ist die
Frage, wie die Erhdhung des mechanischen Stresses und der Verlust der Integritat der
Schlitzmembran miteinander in Verbindung stehen.

Ein potenzielles Schlusselprotein fir das Verstandnis der podozytaren Mechanobiologie ist
das Co-Chaperon BCL2-associated athanogen 3 (BAG3). BAG3 und seine interagierenden
Proteine konnten bereits in anderen Zellarten (z.B. Muskelzellen und Neuronen) als zentrale
Bausteine der Mechanoprotektion gestresster (postmitotischer) Zellen identifiziert werden 242,
Jedoch ist Uber die Rolle von BAG3 in der Niere und insbesondere in Podozyten bislang wenig
bekannt. Hinweise aus der Literatur und bislang unveréffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe
geben jedoch Anhaltspunkte fur eine Rolle von BAG3 in der Mechanobiologie der Podozyten.
Im Rahmen dieser Arbeit soll daher die Funktion von BAG3 im Podozyten eingehender

untersucht werden.

2.2 Proteostase und die Rolle von (Co-) Chaperonen
Proteostase (Homoostase + Proteom) beschreibt die Balance zwischen Bildung, Nutzung,

% Das richtige Gleichgewicht zwischen diesen

Aggregation und Abbau von Proteinen
Komponenten ist dabei entscheidend fur die Funktionsfahigkeit einer Zelle. Kommt es zu
Beeintrachtigungen dieses Gleichgewichts, z.B. durch internen oder externen Stress, kann
dies fatale Auswirkungen haben. So kann es bei fehlerhafter Proteinfaltung zu einer
Ablagerung/Aggregation funktionsloser oder toxischer Proteine kommen #’. Diese Aggregate
stéren die Zelle in der Ausflhrung ihrer physiologischen Ablaufe, wie etwa bei Morbus
Alzheimer, Chorea Huntington oder Diabetes Mellitus Typ 2 2.

Allerdings fuhrt nicht jedes fehlgefaltete Protein automatisch zum Auftreten von Krankheiten.
Im Gegenteil: Zellen sehen sich standig mit fehlgefalteten Proteinen konfrontiert und nicht
selten missen sie auch erhohten Stress, beispielsweise in Form von erhéhter mechanischer
Belastung, aushalten. Dass es dabei nicht sofort zum Auftreten schwerwiegender
Erkrankungen kommt, liegt an einer physiologischen Regulationsmaschinerie. Diese besteht
u.a. aus Systemen der proteasomalen und lysosomalen Degradation, aus Chaperonen oder
Co-Chaperonen, wie BAG3 %, Innerhalb dieser Proteostasemaschinerie tibernehmen die
Chaperone eine Schlisselrolle.

Als Chaperone werden Proteine und andere Faktoren bezeichnet, welche unterstiitzend an
der Faltung von Proteine beteiligt sind, ohne selbst Teil der finalen Proteinstruktur zu werden
31 Diese Funktion ist Giberaus wichtig, da es insbesondere groRRen Proteine und Proteinen mit

komplexen Strukturen nicht selbstéandig gelingt, ihre vorgesehene sekundare oder tertiare
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Struktur einzunehmen. Zudem unterstitzen Chaperone neusynthetisierte Proteinkomplexe bei
der Zusammenlagerung und tbernehmen Aufgaben in der Proteinsortierung *2. Aber auch
nach Abschluss der Proteinsynthese bleiben Chaperone von Bedeutung, da Proteine weiterhin
die Tendenz haben, sich zu ,entfalten“ und zu aggregieren. Dies ist insbesondere bei erhéhtem
zellularem Stress der Fall, welcher beispielsweise beim Auftreten von Mutationen oder auch
bei erhdhten Temperaturen auftritt. Unter diesen Bedingungen wird die Expression der sog.
Hitzeschockproteine hochreguliert, wie z.B. das heat shock protein 70 (Hsp70) *.

Erkennen Chaperone ein fehlgefaltetes oder beschadigtes Protein, gibt es zwei mogliche
Prozesse, die in Gang gesetzt werden kénnen. Wenn mdglich erhalten Chaperone die
vorgesehene Proteinstruktur aufrecht, indem sie die Fehlfaltung korrigieren. Ist dies jedoch
nicht moglich, kdnnen sie den Abbau der Proteine (Proteolyse) einleiten. Dabei werden zwei
Hauptwege der Proteolyse unterschieden: Das Ubiquitin-Proteasom System (UPS) und das
Autophagie-Lysosomen-System. Uber das UPS werden vornehmlich einzelne Proteine
degradiert, wohingegen Uber das Autophagie-Lysosomen-System grof3e Proteinaggregate bis
hin zu ganzen Organellen abgebaut werden kdnnen 3+3°,

Aber wie entscheiden Chaperone, ob ein Protein gefaltet, erhalten oder degradiert werden
soll? Bei der Regulation von Chaperonen spielen Co-Chaperone wie BAG3 eine
entscheidende Rolle. Sie erleichtern die Bindung eines Zielsubstrats an die Chaperone,
rekrutieren Ubiquitinligasen und initiieren damit das UPS oder bewegen Substratproteine zu
den Autophagosomen. Zusatzlich erflllen Co-Chaperone fiur ihre jeweiligen Signalwege

spezifische Aufgaben 6%,

2.3 Funktionen des Co-Chaperons BAG3

Das Co-Chaperon BCL2-associated athanogen 3 (BAG3) wurde im Jahre 1999 in einem yeast
two-hybrid Screen in Hefezellen entdeckt *. Seine mechanoprotektiven Eigenschaften wurden
seither insbesondere in der Muskulatur untersucht und lassen sich daher gut am Beispiel der
quergestreiften Muskulatur illustrieren.

Unter mechanischem Stress leitet BAG3 eine selektive Form der Autophagie ein, die sog.
chaperone assisted selective autophagie (CASA) **. BAG3 erkennt und bindet dabei durch
mechanischen Stress entfaltetes Filamin. Filamin verleiht der Muskulatur durch
Quervernetzung von Aktinfilamenten Stabilitdt. Physiologisch folgt nach Ende der
mechanischen Belastung eine Rickfaltung von Filamin. Kommt es jedoch zur Schadigung des
Substrats, greift der BAG3 Komplex ein und induziert den Abbau von Filamin Gber CASA. Dazu
rekrutiert BAG3 einen Komplex, bestehend u.a. aus der Ubiquitin-Ligase CHIP und den
Hitzeschockproteinen Hsp70 und HSPB8. Dieser Komplex induziert tGber Ubiquitinierung von
Filamin und Interaktion mit Synaptopodin 2 (SYNPO2) die Bildung von Autophagosomen.

Diese fusionieren schlief3lich mit Lysosomen, wodurch der gesamte Komplex, einschlielich
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BAG3, degradiert wird 2>%. Neben dem Abbau induziert BAG3 iber die Beeinflussung
verschiedener Signalwege (u.a. durch die Hippo-Signaling Effektoren YAP/TAZ und den
mTOR Signalweg) auch die Neubildung von Filamin und der BAG3-Komplex-Komponenten
239 BAG3 spielt auf diese Weise eine zentrale Rolle in der Proteostase von Filamin und damit
der zellularen Integritat von Muskelzellen unter mechanischem Stress. 2015 konnten Ulbricht
et. al. zeigen, dass CASA und BAG3 auch als physiologischer Adaptionsmechanismus bei
erhéhter mechanischer Aktivitat im Menschen fungiert *°. BAG3 als zentraler Regulator der
CASA spielt also eine wichtige Rolle in der Mechanoprotektion gesunder und gestresster
postmitotischer Muskelzellen.

Wie wichtig BAG3 fir den Erhalt der Proteostase von Muskelzellen ist, zeigt sich eindricklich
im Krankheitsfall. BAG3-Mutationen sind bekannte Ausldser einer myofibrillaren Myopathie in
der Adoleszenz. Bei dieser Erkrankung kommt es zu myofibrillarer Desintegration und
Ausfallung von Protein-Aggregaten *'. Eine schwere Form der sog. ,BAG3opathien® wird durch
eine Missense-Mutation an Position 209 (BAG3"2%") im Exon 3 ausgeldst, wodurch die Base
Prolin durch Leucin ersetzt wird. Diese Substitution erfolgt in einem der IPV Motive, an dem
beispielsweise HSPB8 bindet (s.u.). Die dominant-negative Mutation BAG3"?**" f{ihrt zur
Aggregation von dysfunktionalen BAG3-Komplexen und verursacht dadurch Muskeldystrophie
und Kardiomyopathie im Jugendalter. BAG3™%" bedingt eine friilh beginnende Form der
myofibrillaren Myopathien mit progressivem Verlauf *2,

BAG3 und CASA konnten auch in anderen Zellarten als Mechanoprotektoren identifiziert
werden. So konnte ihre Bedeutung bereits fur glatte Muskelzellen und Immunzellen gezeigt
werden %. Bemerkenswerterweise spielt BAG3 insbesondere in postmitotischen Zellen eine
grolRe Rolle. Dabei riickten, neben der Muskulatur, vermehrt differenzierte Neuronen in den
Fokus der Forschung ?*. In Neuronen spielt BAG3 vor allem bei der Degradation der Proteine
eine Rolle, die zu Aggregation tendieren und unter pathologischen Bedingungen
neurodegenerative Erkrankungen ausldsen konnen “**. So ist BAG3 beispielsweise an der
Degradation von endogenen Tau Proteinen bei erhdhtem Stress beteiligt. Auf diese Weise
spielt BAG3 bei gesunden Menschen eine neuroprotektive Rolle, da eine Aggregation von Tau
unter pathologischen Bedingungen v.a. bei der Alzheimer Demenz beobachtet wird. °4°,
Zudem spielt BAG3 eine Rolle in der Biologie einiger Krebsarten, u.a in myeloischen und
lymphatischen Leukamien, Neuroblastomen und dem Mammakarzinom. Dort wirkt es u.a. anti-
apoptotisch, ist mit einer erhdhten Resistenz gegenliber Chemotherapeutika assoziiert und
geht haufig mit einer schlechteren Prognose einher 47°.

Gemessen an der bereits bekannten Bedeutung flur mechanisch beanspruchte und
postmitotische Zellen ist es also durchaus vorstellbar, dass der BAG3-Komplex und CASA
auch in anderen terminal differenzierten Zellen - wie Podozyten - eine Rolle im Erhalt der

zellularen Proteostase spielen kdnnten.
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2.4 Aufbau und Expression von BAG3

Bislang wurden zwei Isoformen von BAG3 beschrieben, eine ca. 80 kDa schwere Form, sowie
eine bislang weniger gut charakterisierte, 40 kDa schwere Form °°°'. BAG3 verfiigt (iber eine
Vielzahl konservierter molekularer Bindungsdoméanen (Abbildung 2). Uber die C-terminale
BAG3 Bindungsdomane interagiert BAG3 mit Hsp/Hsc70, sowie mit dem Hitzeschockfaktor1
(HSF1) 52 N-terminal verfugt BAG3 Uber eine WW (Tryptophan — Tryptophan)- Domane,
Uber die es u.a. mit SYNPO2 und LATS1/2, der zentralen Kinase des Hippo Signalwegs,
interagieren kann 2°. AuBerdem besitzt BAG3 zwei IPV (Isoleucin,Prolin,Valin) Regionen,
welche sich N-terminal und in der Mitte des Proteins befinden. Uber diese bindet es sich an
kleine Hitzeschockproteine, wie HSPB8 (Hsp22) und HSPB6 (Hsp20) °*°. Neben vielen
weiteren Bindungsstellen ist noch die PxxP (Prolinreiche) - Domane hervorzuheben, Uber
welche BAG3 mit dem Motorprotein Dynein interagieren kann **. Durch die zahlreichen
Bindungsstellen und damit durch seine Protein-Protein-Interaktionen beeinflusst BAG3
Apoptose, Zellproliferation, Zellentwicklung, Zellmotilitdit sowie die Proteinfaltung und
Degradierung 36:44:47:50:55

Unter physiologischen Bedingungen ist BAG3 groRtenteils im Zytosol lokalisiert. Bei akutem
Stress verandert es jedoch seine Lokalisation und BAG3 kann im Nukleus oder perinuklear in
sogenannten Aggresomen gefunden werden. Aggresomen beschreiben (peri-)nukleare
Sammelpunkte fur fehlgefaltete, aggregierte Proteine, die bei hohem zellularen Stress und
Uberlastung des UPS gebildet werden *4°2°_ Auch auf das Expressionslevel von BAG3 hat
zellularer Stress einen grof3en Einfluss. BAG3 wird insbesondere in Muskel- und Tumorzellen
konstitutiv gebildet, findet sich auf niedrigerem Level aber auch in anderen Geweben wie der

Niere ¥

. In mechanisch wenig beanspruchten Zellen ist die Konzentration des BAG3-
Kompetitors Bcl2-associated athanogen 1 (BAG1) allerdings deutlich héher. Die Proteolyse
wird in diesen Zellen dementsprechend BAG1 vermittelt gesteuert, also Uber das UPS. Bei
akutem Stress hingegen wird die Expression von BAG3 hochreguliert und BAG1 ist nur noch
in niedrigeren Konzentrationen nachweisbar. Die Proteolyse wird unter pathologischen
Bedingungen uberwiegend uber die BAG3 vermittelte selektive Autophagie (CASA) geregelt
%, Der sog. BAG1 to BAG3 switch erméglicht es, die Proteolyse je nach Beanspruchung der

Zelle zu modulieren und stellt einen Adaptionsmechanismus auf erhdhten Stress dar 2243,
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Abbildung 2: BAG3 Protein Aufbau

Domanenstruktur des BAG3 Proteins mit wichtigen bekannten Interaktoren und
Bindungsstellen. Uber die C-terminale Bindungsdomane interagiert BAG3 mit Hsp/Hsc70 und
HSF1. N-terminal verfigt BAG3 uber eine WW (Tryptophan — Tryptophan) - Domane, Gber die
es u.a. mit SYNPO2 und LATS1/2 interagieren kann. Auferdem besitzt BAG3 zwei IPV
(Isoleucin, Prolin, Valin) Regionen, tber die BAG3 an kleine Hitzeschockproteine, wie HSPB8
(Hsp22) und HSPB6 (Hsp20) binden kann. Uber die PxxP (Prolinreiche) - Domane kann BAG3
u.a. mit dem Motorprotein Dynein interagieren.

Die grunen Boxen zeigen die Proteinbereiche, die zur Herstellung der in dieser Arbeit
verwendeten o BAG3 Antikérper verwendet wurden: ein polyklonales Kaninchen-Antiserum
(Proteintech) und ein monoklonaler Maus-Antikorper (Santa Cruz).

Quelle: Stiirner, E. and C. Behl, The Role of the Multifunctional BAG3 Protein in Cellular
Protein Quality Control and in Disease. Front Mol Neurosci, 2017. 10: p. 177. DOI:
10.3389/fnmol.2017.00177 (CC BY 4.0) *' bearbeitet von Karim Heinlein.

2.5 Bekannte Interaktoren von BAG3

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Interaktionspartner von BAG3 in Podozyten untersucht.
Bereits bekannt ist, dass BAG3 in der chaperone assisted selective autophagy (CASA) mit
einem Komplex bestehend aus dem Chaperon Hsp/Hsc70, dem Co-Chaperon CHIP und dem
kleinen Hitzeschockprotein HSPB8 interagiert (Abbildung 3). Zusatzlich finden sich, je nach
Zelle und Funktion, weitere Interaktoren °°.

Das Hauptchaperon des BAG3 Komplexes ist das Hitzeschockprotein 70. Es existieren zwei
Isoformen dieses Chaperons. Dabei handelte es sich um eine 73 kDa schwere, konstitutiv
exprimierte Form (Hsc70) und eine 72 kDa schwere, stress-induzierbare Form (Hsp70) %8, N-
terminalen tragen diese Chaperone eine ATPase Domane, die sog. nucleotide binding domain

(NBD). C-terminal befindet sich die sog. substrate binding domain (SBD), Gber welche
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ungefaltete Proteine gebunden werden kénnen. Die Substratbindung wird Uber einen ATP
Zyklus reguliert. Ist ATP an der NBD gebunden, kann Hsp70 entfaltete Proteine aufnehmen.
Durch die anschlieliende Hydrolyse von ATP zu ADP wird eine stabile Bindung zwischen
Substrat und Chaperon hergestellt. Nach Abschluss der Interaktion zwischen Substrat und
Chaperon wird die Bindung wieder aufgelést. Dazu werden sog. nucleotide exchange factors
(NEF) bendtigt. Diese Faktoren tauschen ADP wieder in ATP aus, wodurch das Substrat das
Chaperon verlassen und das Chaperon wiederum neue Proteine binden kann. In dem hier
beschriebenen Komplex wirkt BAG3 u.a. als NEF */.

Eine Schliusselrolle im BAG3 Komplex dbernimmt das Co-Chaperon carboxy terminus of
Hsc70- interacting protein (CHIP). CHIP ist eine Hsp/Hsc70 assoziierte E3-Ubiquitinligase.
CHIP bindet C-terminal an Hsc70/72 und initiet dadurch die Degradation eines
Substratproteins. Dieser Prozess wird Uber die Anheftung einer Ubiquitinkette an das
Substratprotein vermittelt, welches so fiir die Proteolyse markiert wird 3"°°. Durch gleichzeitige
Bindung an Hsc70 induziert BAG3 schlieRlich die CASA *°.

HspB8

Stv/
BAG-3

CHIP
ey
i P
Hsc70
Abbildung 3: Aufbau des BAG3 Komplexes
Schematische Darstellung des BAG3 Komplexes in CASA. Das Co-Chaperon CHIP bindet an
das C-terminale Ende (C) von Hsc/Hsp70. Gleichzeitig interagiert BAG3 Uber die BAG
Domane mit der N terminalen ATPase Region von Hsc/Hsp70 (N) und wirkt zudem als
Verbindung zwischen HSPB8 und Hsc70. Reprinted from Current Biology, 20, Arndt, V. et al,
Chaperone-Assisted Selective Autophagy is essential for Muscle Maintenance, p. 143-148,

2010, with permission from Elsevier *.

2.6 Funktion von BAG3 in der Niere

Die Funktion von BAG3 in der Niere ist bislang wenig untersucht worden. Erste Ergebnisse,
die eine Rolle von BAG3 in der Niere nahelegen, wurden 2014 von Lim et al. publiziert. Dafur
induzierten die Forscher eine diabetische Nephropathie in Mausen. BAG3 haploinsuffiziente
Mause zeigten eine hdhere Albuminurie und eine raschere Progredienz der Nierenschadigung.
Zudem konnte ein erhohtes Level an oxidativem Stress beobachtet werden. BAG3 spielt also

- in noch ungeklarter Form - eine Rolle in der Aufrechterhaltung der glomerularen
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Filtrationsbarriere im Mausmodell ®. Es wurde jedoch nicht eingehender untersucht, ob die
erhohte Krankheitsanfalligkeit direkt auf Podozyten oder auf andere glomerulare Zellen, die
Mikrozirkulation oder systemische Effekte zuriickzuflhren ist.

Bislang unveroffentlichte Daten unseres Labors gaben erstmals Hinweise fir eine wichtige
Rolle von BAG3 im Podozyten. Mittels Massenspektrometrie aus nativen Glomeruli konnte
gezeigt werden, dass BAG3 sowie die BAG3-Komplex-Bestandteile CHIP und HSPB8 im
Podozyten im Vergleich zu nicht podozytaren Zellen mindestens zweifach angereichert sind.
Passend dazu zeigten Venkatareddy et. al. bereits 2011, dass Filamin A, als zentraler
Bestandteil des BAG3-Komplexes, mit Nephrin interagiert ©'. Uber die Interaktion mit Nephrin
kénnte BAG3 mit der Schlitzmembran, dem zentralen Signalknotenpunkt des Nierenfilters,
verbunden sein. Darlber hinaus ist das zweite Schlisselprotein der Schlitzmembran, Podocin,
mit C1QBP/p31 assoziiert und rekrutiert es in sog. ,lipid rafts‘ ®2. C1QBP/p31 ist ein
multifunktionelles Protein, welches ULK1, einen zentralen Autophagie Stimulator, stabilisiert
8, Die Anwesenheit von C1QBP/ULK1 deutet darauf hin, dass Autophagie eine wichtige Rolle
fur die Proteostase des Podozyten spielen kdnnte.

Zusatzlich ergaben vorangegangene Arbeiten der Arbeitsgruppe erste Anhaltspunkte fir eine
Rolle von BAG3 in podozytdren Erkrankungen. So konnten erste Hinweise auf einen
spontanen glomerularen Phanotyp in transgenen Méausen fiir die humane BAG3P?*°--Mutation
gesammelt werden. Im Alter von 8 Wochen zeigten die Tiere eine leichte Proteinurie und
glomerulare Hypertrophie (unverdffentlichte Daten). Die genaue subzellulare Lokalisation,
Zusammensetzung und die Funktion des BAG3-Komplexes im Podozyten sind bisher jedoch

nicht geklart.

2.7 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Die Filtration in der Niere erfolgt Uber die glomerulare Filtrationsbarriere, die maf3geblich von
Podozyten ausgebildet und erhalten wird. Uber die Hélfte aller Nierenerkrankungen hat ihren
Ausgangspunkt in Defekten dieses glomeruldren Filters. Podozyten sind terminal
differenzierte, postmitotische Zellen. Als solche sind sie nur begrenzt regenerationsfahig, sie
sind aber einer andauernden mechanischen Belastung ausgesetzt 2. Bislang unvollstandig
geklart ist, wie es den Zellen gelingt, diesem Druck stand zu halten und welche Adaptions-/
Reparaturmechanismen ihnen bei erhdhter mechanischer Belastung zur Verfliigung stehen.
Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Rolle des mechanoprotektiven Co-Chaperons BAG3 im
Podozyten besser zu verstehen. Im ersten Schritt wurden dazu zwei verschiedene o BAG3
Antikorper validiert. Im zweiten Schritt wurde die Expression von BAG3 im Podozyten in vitro
und in vivo mittels Immunfluoreszenz und Immunoblot bestatigt. Im Anschluss sollte der
Aufbau des BAG3 Proteinkomplexes in Podozyten in vitro erarbeitet werden. Dadurch sollte

ein besseres Verstandnis der Homeostase und der Schadigungsmechanismen der renalen
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Filtrationsbarriere erzielt werden, welches im Hinblick auf kinftige praventive und
therapeutische Strategien von groRer Bedeutung ist. Zudem sollte damit begonnen werden,
die Folgen der Mutation BAGP?*" in der Niere zu untersuchen, um die Auswirkungen einer

Schadigung von BAG3 besser verstehen zu lernen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Antikorper

3.1.1.1 Primdre Antikérper
Antigen  Wirt Klonalitit  Katalog- Hersteller Verwendung /
nummer Verdiinnung
B Tubulin Kaninchen Polyklonal  sc-9104 Santa Cruz WB (1:1000)
BAG3 Kaninchen Polyklonal 10599-1-AP  Proteintech IF (1:300)
WB (1:10.000)
IP (3-5n9)
BAG3 Maus Monoklonal sc-136467  Santa Cruz IF (1:50)
WB (1:1000)
IP(3-5u9)
CHIP Kaninchen Monoklonal 2080 Cell Signaling WB (1:1000)
Flag Kaninchen Polyklonal F7425 Sigma IF (1:1000)
Flag Maus Monoklonal F3165 Sigma IF (1:1000)
WB (1:10.000)
IP (20-30u M2
beads)
Hsc70 Maus Monoklonal sc-7298 Santa Cruz WB (1:5000)
Hsp70/H Maus Monoklonal ADI-SPA- Enzo WB (1:1000)
sp72 810-D Lifesciences IP (1-5ug)
HSPB8 Kaninchen Polyklonal  STJ24102  St. Johns Lab WB (1:2000)
Nephrin  Meer- Polyklonal 20R-NP002 Fitzgerald IF (1:500)
schwein
Panactin  Kaninchen Monoklonal 8456 Cell Signaling WB (1:1000)
Podocin  Kaninchen Polyklonal ~ sc-21009 Santa Cruz IP (3ug)
(H-130)
Wit1 Maus Monoklonal sc-7385 Santa Cruz IF (1:200)
Tabelle 1: Primére Antikbrper
3.1.1.2 Sekunddre Antikérper
Antigen Wirt Klona- Markier- Verdiin- Prod. Hersteller Verwen-
litat ung nung Nr. dung
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Kaninchen- Ziege Polyklo- HRP 1:30.000 P044- Dako WB
IgG nal 8
Maus-IgG Ziege Polyklo- HRP 1:30.000 P044- Dako WB
nal 7

Maus-IgG Ziege Polyklo- HRP 1:30.000 115- Jackson WB
Leichtketten nal 035- ImmunoRe-

174 search
Kaninchen- Maus Monoklo- HRP 1:30.000 211- Jackson WB
lgG nal 032- ImmunoRe-
Leichtketten 171 search
spezifisch
Maus-IgG Esel Polyklo-  Alexa 1:500 715- Jackson IF
(H+L) nal Fluor® 545- ImmunoRe-

488 150 search

Kaninchen-  Esel Polyklo-  DyLight-  1:500 711- Jackson IF
IgG (H+L) nal 488 485- ImmunoRe-

152 search
Maus-IgG Esel Polyklo-  Cy™3 1:500 715-  Jackson IF
(H+L) nal 165- ImmunoRe-

150 search
Kaninchen-  Esel Polyklo-  Cy™3 1:500 711- Jackson IF
IgG (H+L) nal 165- ImmunoRe-

152 search
Maus-IgG Esel Polyklo-  Cy™5 1:500 715-  Jackson IF
(H+L) nal 175- ImmunoRe-

150 search
Meer- Ziege Polyklo- Alexa 1:500 A- Invitrogen IF
schwein- nal Fluor® 11073
IgG 488
(H+L)

Tabelle 2: Sekundére Antikérper
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3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien Katalognummer Hersteller
Agarose A9539 Sigma
Ammoniumpersulfat (APS) A1142 Applichem
Ampicillin (Amp) K029.2 Roth

Bovines serum Albumin (BSA)  A9418-500G Sigma
Bromphenolblau A512 Roth
Complete Protease inhibitor 11836145001 Roche

cocktail tablets (PIM) + EDTA

Coumarinsaure C9008 Sigma
Desoxyribonukleosidtriphosphat R0182 Thermo Fisher
(dNTP) 100 mM

DH10 B T1 Phage-Resistant E. 12331013 Thermo Fisher
coli

Dimethylsulfoxid (DMSO) A3672,0100 Applichem
Dinatriumhydrogenphosphat S9390 Sigma
(Na2HPO,)

Dithiothreitol (DTT) R0862 Thermo Fisher
Dulbecco's Modified Eagle 31966-021 Gibco

Medium (DMEM) plus Glutamax

Dynabeads Protein G 30 mg/ml  10003D LifeTech
Eindeckmedium P36971 Invitrogen
(Prolong Diamond Antifade

+DAPI)

Essigsaure 49199 Sigma
Ethanol 299.9 % 9065 Roth
Ethylendiamintetraessigsaure 60-00-4 Sigma

(EDTA) pH 8.5

Fetal Bovine Serum (FBS) 10270-106 Gibco
Formaldehyd 37 % 4979.1 Th. Geyer
GeneRuler 0,5kb DNA ladder SM0372 Thermo Fisher
GeneRuler 1kb DNA ladder SMO0311 Thermo Fisher
Glycerol 2039.1000 Chemsolute
H,O, 30% 8070.2 Roth
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Hefeextrakt 212750 Becton Dickinson
HEPES 1M H0887 Sigma

Histomount HS-103 National Diagnostics
IGEPAL 18896 Sigma
Incuwater-Clean A5219,0100 AppliChem
Insulin-Transferrin-Selenium 25-800-CR Corning

(ITS)

Isopropanol 5752.3 Roth

Kaliumchlorid (KCI) P5405 Sigma
Kaliumdihydrogenphosphat P5655 Sigma

(KH2PO4)

Kalziumchlorid (CaCl,) 10035048 Merck

LB Medium X964.1 Roth

Luminol 250 mM 09253 Sigma

Lysogeny Broth (LB) Agar X965.1 Roth
Magnesiumchlorid (MgCl.) 1058330250 Merck
Magnesiumsulfat (MgSO.) P027 Roth

Methanol 299.9 % 4627 Roth

Milul, 10 000 units/ml R0198S New England Biolabs
N,N,N’,N’- 2367.3 Roth
tetramethylethylenediamin

(TEMED)

Natrium Acetat 6268 Merck

Natrium Pyruvat S8636 Sigma

Natriumazid K305.1 Roth

Natriumchlorid (NaCl) S5886 Sigma
Natriumdeoxycholat D6750 Sigma
Natriumhydroxid (NaOH) T135 Roth
Natriumorthovanadat (NasVO4)  S6508 Sigma

NEB3.1 10x B7203S New England Biolabs
Normal Donkey Serum (NDS) 017-000-121 Jackson Immunoresearch
Notl, 10 000 units/ml R0189S New England Biolabs
PageRuler Plus Prestained 26620 Thermo Scientific
Protein Ladder

Paraformaldehyd (PFA) P6148 Sigma
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Phenylmethylsulfonylfluorid A0999 AppliChem

(PMSF)

Polyacrylamid T802.1 Roth

RPMI-1640 Medium R8758 Sigma

Sodium dodecyl sulfat (SDS) A2263,0500 AppliChem

T4 DNA Ligase, 400 000 MO0202S New England Biolabs
units/ml

T4-Ligase-Puffer B0202S New England Biolabs
Tissue-Tek 4583 Sakura
optimum-cutting-temperature

(O.C.T).

Tris (Base) T1503 Sigma

Tris-HCI 9090.3 Roth

Triton X 100 A4975,1000 Applichem
Trypsin-EDTA 0,05 % 25300096 Gibco

Trypton 1010817 MP Biomedicals
Tween -20 3472 Caesar und Lorentz
Xylol 298% 0371 Geyer

Zitronensaure 1818.1 Roth

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien

3.1.3 Puffer und Losungen

Bezeichnung

Inhaltsstoffe

1x Laemmli-Puffer

50 mM Tris

10 % (v/v) Glycerol

2 % (w/v) SDS

0,05% Bromphenolblau
50 mM DTT

2x HEBS

50 mM HEPES

280 mM NaCl

10 mM KCI

5 mM NazHPO;4 - 7 H.0
12 mMDextrose
10xPBS

In Aqua dest.

pH 7,09
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2x Laemmli-Puffer

100 mM Tris

20 % (v/v) Glycerol

4 % (w/v) SDS

0,05% Bromphenolblau
100 mM DTT

5x Laemmli-Puffer

250 mM Tris

50% (v/v) Glycerol
10% (w/v) SDS

0,05% Bromphenolblau
100 mM DTT

Blocking-Puffer

5% (v/v) NDS
0,1% (v/v) Triton X100
in 1x PBS

ECL - Lésung A

100 mM TRIS, pH 8,5
2,5 mM Luminol

0,4 mM p-Cumarsaure

ECL - Lésung B

100 mM TRIS, pH 8,5
1,5 % (V/V) HzOz

Farbung-Wasch-Puffer (PBS+)

1 mM CacCl
0.5 mM MgCI2
in 1 x PBS

Farbungs-Puffer (PBS-T)

0,1% (v/v) Triton X 100
In 1x PBS

Laufpuffer

192 mM (v/v) Glycin
0,1% (w/v) SDS
25 mM Tris Base

LB-Amp-Medium

20 g/l LB-Medium

0,1 g/l Ampizillin
LB-Amp-Platten 32 g/ILB-Agar

0,1 g/l Ampizillin
PBS-Tween 0,1% (v/v) Tween-20

In 1xPBS
Phosphatgepufferte Salzlésung 137 mM NaCl
(PBS) 2,7 mM KCI

10mM Na;HPO;, - 7H.0

2mM KH2PO,
Protein- Waschpuffer 300 mM NacCl
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30 mM Tris
0,3% (v/v) Tween-20
pH 7,5

RIPA Minus Puffer 25mM Tris pH8
2mM EDTA
0,5% (v/v) Na-Deoxycholate
150mM NaCl
1% (v/v) IGEPAL
10% ( v/v) Glycerol
2 mM Na3zVO,
44 ug/ul PMSF
1Tbl/50ml Puffer PIM + EDTA

Sammelgel Western 5% (w/v) Polyacrylamid
0,2% (w/v) APS
0,2% (w/v) SDS
0,3% (v/v) TEMED
250 mM Tris
pH 6,8

Super Optimal broth with Catabolite 2 % (w/v) Trypton
repression 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
(SOC) -Medium 10 mM NaCl

2.5 mM KCI

10 mM MgClz - 6H20

TAE-Puffer 10mM Essigsaure
0,0005% Ethidiumbromid
1mM EDTA
22mM Tris

Transferpuffer 188 mM Glycin
15,2% (v/v) Methanol
0,1% (w/v) SDS
25 mM Tris Base

Trenngel 10%/15% (v/v) Polyacrylamid
0,1% (w/v) APS
0,2% (w/v) SDS
0,15% (v/v) TEMED
750 mM Tris
pH 8,8




Tris-acetate-EDTA

40 mM Tris (Base)
20 mM Essigsaure
1 mM EDTA pH 8.5

Tris-EDTA Puffer

10 mM Tris Base

1 mM EDTA
0,0025%(v/v) Tween-20
pH 9,0

Zellkulturmedium HEK 293T

DMEM(1X) plus Glutamax
FBS 10 % (v/v)

Zellkulturmedium humane Podozyten

RPMI-1640 Medium
10% (v/v) FBS
5% (v/v) ITS

Tabelle 4 Puffer und Lésungen

3.1.4 Zelllinien

Bezeichnung Spezies Ursprungsgewebe Hersteller
HEK293T Human Embryonale Niere Prof. Dr. B. Seed,
Boston
humane Podozyten = Human Niere Prof. Dr. Moin
Saleem, Bristol
Tabelle 5 Zelllinien
3.1.5 Plasmide
Name Insert Tag Vektor Herkunft
3xF.GFP GFP 3xFlag pcDNAG6 Nephrolab
F.BAG3 hBAG3 Flag pcDNAG Kloniert fur diese Arbeit
F.BAG3 P209L hBAG3 Flag pcDNAG Kloniert fur diese Arbeit
P209L
F.Podocin hPodocin Flag pcDNAG Nephrolab
F9 GFP GFP F9 pcDNAG6 Nephrolab
pcDNA3.1:BAG3 hBAG3 - pcDNA3.1(+) Prof. Hohfeld (Bonn)
pcDNA3.1:BAG3 hBAG3 - pcDNA3.1(+) Prof. Hohfeld (Bonn)
P209L P209L
pCMV:BAG3 hBAG3 Flag pCMV- Prof. Hohfeld (Bonn)
Tag2B
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pCMV:BAG3P209L hBAG3 Flag pCMV- Prof. Hohfeld (Bonn)
P209L Tag2B

Tabelle 6 Plasmide

3.1.6 Primer
Zielsequenz Bezeichnung Primersequenz (5’ -> 3’) ( Hersteller
hBAG3 hBAG3 _mlu_fp CCC GCG ACG ATG AGC GCC IDT

ACC CACTC
hBAG3 hBAG3 not_rp CGC GGG GCG GCC GCC TAC IDT
GGT GCTGCT GGG TTAC

Tabelle 7 Primer

3.1.7 Kits und Assays
Bezeichnung Katalognummer Hersteller
Anti-Flag Affinity Gel B23102 Bimake
(M2 Beads)
Humanes Ag17608 Proteintech
BAG3-6*His Fusionsprotein
(BAG3 Fusionsprotein)
Bichinchoninic Acid Protein 23227 Pierce TM
Assay Kit (BCA-Assay)
BigDye™  Terminator v3.1 4337455 Thermo Fisher
Cycle Sequencing Kit
ECL Femto 34095 Thermo Fisher
GeneJET Gel Extraction Kit K0691 Thermo Fisher
GeneJET PCR Purification Kit ~ K0702 Thermo Fisher
GeneJET Plasmid Miniprep Kit K0503 Thermo Fisher
Go Taq Flexi DNA Polymerase M7808 Promega
5U/ul
NucleoBond® Xtra MidiPrep Kit  740410.10 Macherey-Nagel
Q5® High GC Enhancer BO028A New England Biolabs
Q5® Reaction Buffer Pack B9027S New England Biolabs
REDTaq® ReadyMixTM PCR R2523 Sigma
Reaktions Mix
Zenon Tricolor Rabbit 1gG Z25360 Thermo Fisher

Labeling Kit

Tabelle 8: Kits und Assays
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3.1.8 Verbrauchsmaterialien

Material Katalognummer Hersteller

96-well Platte mit 655180 Greiner

durchsichtigem Boden (BCA

Assay)

Adhasionsobjekttrager 7695019 Geyer

Biosphere Pipettenspitzen mit 70762211 Sarstedt

Filter 1000 pl, steril

Blotting Papier FT-2-521-580600 G Sartorius

Deckglaser (rund, 18 mm CB00180RAC Menzel

Durchmesser) Nr. 1,5

Deckglaser (rund, 18 mm,Nr. CB00180RAC Menzel

1,5)

Eppendorfreagenzgefall 224739 Sarstedt

(1,5ml)

Falcon 15ml 227261 Greiner

Falcon 50 ml 188271 Greiner

Gelkassetten 1mm NC2010 Thermo Flsher

Hamilton Pipette 50 pl 705 Hamilton

Histosette M499/11 Simport

(Paraffineinbettung)

Nitril Einmalhandschuhe, Gr. 3926 Abena

L

Objekttrager K123 Engelbrecht

PAP-Pen L4197 Plano

Parafilm 163-9170002 Brand

PCR-Deckelkette, 8er Reihe 65989002 Sarstedt

PCR-GefaR, 0,2ml, 8er Reihne 72985002 Sarstedt

Pipetboy 1550 Integra

Pipetten P2, P10, P20, P100, P200, Gilson
P1000

PVDF-Membranen IPVHO00010 Millipore

Safe Lock Reagenzgefall 0030 123.328 Eppendorf

(1,5ml)

Stripetten 10ml 4101 Corning
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Stripetten 25ml 4251 Corning
Stripetten 50ml 4501 Corning
Stripetten 5ml 4051 Corning
TipOne sterile S1110-3810 Starlab
Pipettenspitzen 10 pl
TipOne sterile S1111-6811 Starlab
Pipettenspitzen 1000 pl
TipOne sterile S1111-1816 Starlab
Pipettenspitzen 200 pl
TipOne S1111-6700 Starlab
Unsterile Pipettenspitzen
1000 pl
TipOne S1111-1700 Starlab
Unsterile Pipettenspitzen 200
vl
TipOne S1110-3700 Starlab
unsterile Pipettenspitzen 10 ul
Westernkamm (10 NC3010 Thermo Fisher
Lauftschen, 1mm)
Westernkamm (12 NC3012 Thermo Fisher
Lauftaschen, 1 mm)
Zellkulturplatten 12 well 3513 Corning
Zellkulturplatten 6 well 3516 Corning
Zellkulturschalen 10 cm 430167 Corning
Zellschaber 3008 Corning
Tabelle 9 Verbrauchsmaterialien
3.1.9 Gerate
Geratename Katalognummer Hersteller
Autoklave V-150 Systec
Axiovert Mikroskop 200M Zeiss
Block Thermostat 460-0350P VWR
Confokales Mikroskop LSM 710 Zeiss
DynaMag-2 12321D Life Technologies
Elektrophorese-Netzteil 2337447 Consort
Fusion Solo Chemiluminometer 60-FU-Solo PeglLab
Hamilton Pipette (50 pl) 549-1155 VWR
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Haraeus Megafuge 4 KR Heraeus
Horizontales 40-1214 PeqglLab
Gelelektorphoresesystem Grofde L
Horizontales 40-0708 PeglLab
Gelelektorphoresesystem GrolRe S
Inkubator (Zellkultur) MCO-20AIC Sanyo
Kryostat CM1850 UV Leica
Mikrotom RM2235 Leica
Minizentrifuge 521-2844 VWR
Mithras  Multimode Plate Reader 2300-0000 Perkin Elmer
EnSpire (BCA)
Multichannelpipette (8 Kanale) 30 — 300 613-0887 VWR
vl
Nanodrop Spectrophotometer 1000 PeglLab
Optima MAX-XP Ultrazentrifuge CTZ13G02 Beckman Coulter
PCR-Thermocycler S1000 Bio-Rad
PTC-1148 Bio-Rad
PTC-200 MJ
Semi-Dry Elektroblotting System PeqglLab
Sterile Hood Class 2 Mars B2 Scanlaf
Thermoschuttler 444-0823 Grant
Tischzentrifuge Mini Star Silverline 521-2844 VWR
Transfer PowerPac HC Netzteil 1645052 Bio-Rad
Uberkopfschiittler ELME10030 Elmi
Ultraschall Homogenisator Sonoplus HD2070 Bandelin
Vakuumpumpe 181-0067DE VWR

Vakuumpumpe (Zellkultur)

HETTBE_29004B

Hettich Benelux

Vertikales Gelelektrophoresesystem 100601-1408 Invitrogen
(XCell SureLock)

Vortex Mixer 444-1372 VWR
Wasserbad WNB 22 Memmert
Wasserbad (Paraffinschnittherstellung)  HI1210 Leica
XCell SureLock Elektrophoresesystem  100601-1408 Invitrogen
Zellkulturinkubator Binder BD115
Zentrifuge 5415 R 2262140-8 Eppendorf
Zentrifuge 5417R, Temperierbar 2262180-7 Eppendorf

Tabelle 10: Geréte
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3.1.10 Software

Name Hersteller
Benchling Benchling Inc.
FusionCapt Advance Vilber
MaxQuant Max-Planck-Institut far
Biochemie
Office 2016 for Mac Microsoft
Perseus 1.6.7.0. Max-Planck-Institut far
Biochemie
ZEN Software 2009 Zeiss
Tabelle 11: Software
3.1.11 Internetseiten
Internetadresse Verwendung

https://thebiogrid.org/

BAG3 Interaktomdatenset

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

Erstellung der Venn Diagramme
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Methoden

3.1.12 Zellkultur

Fir in vitro Experimente in dieser Arbeit wurden HEK 293T (humane embryonale Nierenzellen)
und humane podozytare Zellen (humane Podozyten) verwendet (Tabelle 5).

Proliferierende humane Podozyten wurden bei 33°C und 5% CO2 in einem befeuchteten
Inkubator in 10cm Zellkulturschalen in RPMI-Medium mit 10% FBS und 1% ITS kultiviert. Zur
Differenzierung wurden humane Podozyten bei einer Konfluenz von ~ 60% fur 14 Tage (d) bei
37°C und 5% CO2 gehalten. HEK 293T Zellen wurden bei 37°C, 5% CO2 in DMEM-Medium
mit 10% FBS kultiviert.

Zur Passagierung der Zelllinien wurde zunachst das Medium abgesaugt und die Zellen mit
1xPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 1 ml 0,05% Trypsin fur 2-3 Minuten
(min) (HEK 293T) bzw. 5 min (humane Podozyten) im Brutschrank inkubiert, um die Zellen
von der Oberflache der Zellkulturschalen zu lésen. Nach Zugabe des vorgewarmten
zellspezifischen Mediums wurden die Zellen vereinzelt und anschlieRend auf die bendtige
Anzahl Zellkulturschalen im Verhaltnis verteilt. Alternativ wurden die Zellen auf 6/12 well

Platten mit Glasplattchen verteilt.

3.1.13 Transfektion mittels Kalziumphosphat Koprazipitation

Mit Hilfe der Kalziumphosphat Koprazipitation kann Plasmid-DNA vortbergehend in
eukaryotische Zellen eingebracht werden. Auf diese Weise wurden Zellen mit transienter
Uberexpression von BAG3 generiert. Diese wurden als Ausgangsmaterial fiir IP, Co-IP und IF
verwendet. Hierzu wurde DNA an Kalziumphosphatkristalle gebunden und Uber Phagozytose
in der eukaryotischen Zelle aufgenommen %4, Fiir die Transfektion wurden HEK293T-Zellen
mit einer Konfluenz von ~70% verwendet. Fur die Transfektion in Zellkulturschalen wurden
zunachst 500 pl 0,25 M CaCl; mit 10 pug Plasmid-DNA in einem Eppendorfreagenzgefald
vermischt. Im Anschluss wurde unter vortexen tropfchenweise 500 ul 2xHEBS hinzugegeben.
Nach einmaligem resuspendieren wurde die Losung auf der Zellkulturschale verteilt. Bei
Transfektionen in 12 well Zellkulturschalen wurden 50 pl CaCl, und 50 ul 2xHEBS pro well
verwendet. Als Transfektionskontrolle wurde jeweils ein GFP exprimierendes Plasmid
verwendet (3.1.5). Nach 6-8 h im Inkubator wurde die Transfektion durch Wechsel des

Zellmediums gestoppt. Am Folgetag wurde die Fluoreszenz der Kontrollschale Uberpruft.

3.1.14 Ernten und Lysieren von Zellen
Alle Schritte beim Ernten der Zellen erfolgten auf Eis und in vorgekuhlten Zentrifugen. Nach

Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit kaltem 1XPBS gewaschen. Anschliel3end
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wurden die Zellen durch Resuspendieren oder unter Zuhilfenahme eines Zellschabers von der
Schale abgeldst, in Lésung gebracht und in einen Flacon Ubertragen. Nach einem
Zentrifugationsschritt von 1000 Umdrehungen pro Minute (rounds per minute, rpm) fr 5 min
wurde das PBS abgesaugt, das Zellpellet erneut in 1 ml PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefal tbertragen. Das Eppendorf-Gefal wurde fur 1 min bei 4000 rpm zentrifugiert
der Uberstand abgenommen und anschlieBend getrocknet. Das so entstandene Zellpellet
wurde entweder zur langeren Lagerung in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -20°C/-80°C
gelagert oder sofort weiterverarbeitet.Zur Herstellung von Gesamtzellysaten wurde das
Zellpellet fir 10 min in Lammli-Puffer bei 95°C aufgekocht. Zur Lyse der Zellen, z.B. im Vorfeld
einer Immunprazipitation (IP), wurde das Zellpellet in 1 ml finalem Lysepuffer (RIPA Minus
Puffer + 2 mM NazVOs +44 ug/ul PMSF +1Tbl/50 ml Puffer + Complete Protease inhibitor
cocktail tablets (PIM) + EDTA) resuspendiert und flir 15 min auf Eis gestellt. Im Anschluss
daran wurden die Zellen bei einer Amplitude von 30% fir 9 Sekunden (Sek) in einem
Ultraschall Homogenisator (Bandelin) behandelt. Die Homogenisation diente dem Aufschluss
der Zellmembranen. Im nachsten Schritt wurden die Zellen bei 14000 rpm fir 15 min
zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde abgenommen und das Pellet (nicht verdaute
Zellbestandteile) entweder in Lammli-Puffer aufgekocht oder verworfen. In einem
Ultrazentrifugationsschritt (Optima MAX-XP Ultrazentrifuge, Beckman Coulter) von 45.000

rpm far 30-45 min wurden auch kleine, ungeldste Teilchen aus dem Lysat entfernt.

3.1.15 Immunprazipitation

Bei einer Immunprazipitation wird Uber einen spezifischen Antikbrper ein Antigen
aufkonzentriert. Auch interagierende Proteine des Zielproteins kénnen mit Hilfe dieser
Methode koprazipitiert werden (Co-IP)%°,

Alle nachfolgend beschriebenen Schritte wurden bei 4°C und in vorgekuhlten Zentrifugen
durchgefihrt, um Proteaseaktivitaten zu reduzieren. Um die Proteinkonzentration zu erhdhen,
wurden fur die Etablierung der BAG3 Co-IP in HEK293T Zellen zunachst jeweils 4 Zellschalen,
in undifferenzierten humanen Podozyten 5-8 Zellschalen miteinander vereinigt. Nach den oben
beschriebenen Zentrifugationsschritten wurde daraufhin 950 ul des Uberstehenden Lysates
abgenommen und fir die IP verwendet. Es wurden zwei verschiedene Varianten der IP
durchgefihrt, welche sich in der Kopplung zwischen AB und Beads unterschieden.

In der ersten Variante wurden die Antikdrper konsekutiv an Protein G Beads gebunden. Um
moglichst viele unspezifische Bindungen an den Protein G Beads zu verhindern, wurde das
Lysat im ersten Schritt fiir 1 Stunde (h) mit 30 pl Beads auf einem Uberkopf-Schiittler
vorbehandelt. Im Anschluss wurde das Lysat bei 14000 rpm fur 3 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Beads verworfen. Von dem Uberstand wurden 50-

100 pl Lysat abgenommen und mit 2xLammli+Dtt fir 5 min bei 95°C aufgekocht. Dieses Lysat
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diente (bei SDS-Page) als Ausgangslosung fur die IP. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration im Lysat wurde gegebenenfalls Material fur ein BCA-Assay (Pierce TM)
abgenommen.

Im zweiten Schritt wurden nun 750 pl des Gbrigen Lysates mit den jeweiligen Antikérpern fr
1 h bis tGber Nacht ((.N.) bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Fiir die Etablierung
der BAG3 (Co-) IPs in HEK293T Zellen wurden dafur 3 pg der jeweiligen AB verwendet, fur
IPs mit undifferenzierten humanen Podozyten 5 ng. Nach der Bindung des AB an das Protein
erfolgte im dritten Schritt die Kopplung zwischen AB und Beads. Dafur wurden 30 ul Protein G
Beads zu der Lésung gegeben und fiir 1-2 h auf einem Uberkopfschiittler inkubiert.

Als zweite Variante wurde eine FLAG-M2-IP durchgefihrt. Hierbei wurden kommerziell
erwerbliche M2 Beads verwendet, bei denen ein FLAG Antikorper bereits an Agarose Beads
gebunden war. Dem Lysat wurden 20-30 ul M2-Beads hinzugefligt und fir 1 h - G.N. bei 4°C
auf einen Uberkopfschiittler inkubiert.

Beide IP-Varianten wurden im Anschluss identisch weiterbehandelt. Die Proben wurden bei
2000-4000 rpm fir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Protein-
Bead-Komplexe in 1 ml Lysepuffer resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde viermal
wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Beads getrocknet. Anschlieend wurde
die Bindung von Beads und Antikérper durch Denaturierung geldst. Wenn nicht anders

angegeben, wurden die IPs durch konsekutive Bindung an Protein G Beads durchgeflhrt.

3.1.16 SDS-Page und Western-Blotting

3.1.16.1 SDS Page
Ziel der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) ist es, Proteine nach ihrer GréRke
aufzutrennen. Hierflr wurden die Lysate und die immunprazipitierten Protein-Bead-Komplexe
zunachst 1:1 mit 2x / 5x Lammli-Puffer + DTT fur 5 min bei 95°C aufgekocht. Das Detergens
Natriumduodecylsulfat (SDS) im Lammli-Puffer bedingt durch Auflésung der Tertiarstruktur
eine bessere Ldslichkeit der Proteine und gibt diesen eine negative Ladung. Durch die Zugabe
des Reduktionsmittels Dithiotretiol (DTT, 50 mM finale Konzentration) wird die Auffaltung der
Disulfidbriicken zwischen den Proteinen ermdglicht °®. Wahrend der Gelelektrophorese
werden die nun denaturierten und negativ geladenen Proteine durch den angelegten Strom in
Richtung der Anode gezogen. Auf Grund der Beschaffenheit des Gels werden die Proteine
wéahrenddessen nach ihrer GroRke aufgeteilt ©.
Abhangig von der erwarteten GroRRe des Proteins wurden 10% polyacrylamidhaltige Laufgele
in eine Gelkassette gefullt. Nachdem das Gel polymerisiert war, wurde die Sammelphase in
die Kassette gefullt. Nun wurden 10-30 ul der denaturierten Proteinproben in die Geltaschen
geladen. Zunachst durchwanderten die Proteine das Sammelgel bei einer Spannung von 70
Volt (V) fur 30 min. Im Anschluss folgte die Auftrennung der Proteine anhand ihrer Grole bei
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25 Milliampere (mA) fur 1.30 — 2 h im Trenngel. Als GréRenmarker wurden 3 u/ PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder geladen.

3.1.16.2 Western Blot und Immundetektion

Beim Western Blot (WB) / Immunoblot (IB) wurden im Anschluss an die Gelelektrophorese die
Proteine dauerhaft vom Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Tragermembran im Semidry
Transferverfahren tbertragen %. Nach Abtrennen des Sammelgels wurde das Trenngel fiir 10
min in Transferpuffer aquilibriert. Die PVDF-Tragermembran wurde fir eine Minute in Methanol
aktiviert und nach einem Waschschritt in Transferpuffer auf ein befeuchtetes Tragerpapier
gelegt. Nun wurde das Trenngel auf die PVDF-Tragermembran gelegt und mit einem zweiten
Tragerpapier bedeckt. In einer Transferkammer wurde eine konstante Spannung von 12 V fir
1 h angelegt und so die Proteine vom Gel dauerhaft auf die PVDF-Tragermembran Ubertragen.
Im Anschluss wurden die freien Bindungsstellen der Tragermembran durch einstindiges
Schwenken in 5% Bovinem Serum Albumin (BSA) blockiert. Nach drei Waschritten in Protein-
Wasch-Puffer wurden die Membranen fir 1 h bei RT oder .N. bei 4°C in Primarantikorpern
inkubiert (Verdinnungen: Tabelle 1).

Die Membran wurde erneut dreimal gewaschen und anschlieBend fir 1 h in sekundarem
Antikdrper mit der Verdinnung 1:30.000 inkubiert (Tabelle 2). Nach einem letzten dreimaligen
Waschschritt wurden die Membranen mit Enhanced Chemo Luminescence (ECL) Lésung
benetzt und in einer Dunkelkammer (Fusion) entwickelt. Hiernach wurden die Membranen
entweder direkt mit einem zweiten primaren Antikorper inkubiert oder getrocknet und zu einem
spateren Zeitpunkt erneut gefarbt. Die Antikérper wurden mit ihren entsprechenden
Verdunnungen in Protein-Wasch-Puffer angesetzt.

Wenn nicht anders angegeben, wurde fir jeden IB ein eigenes Gel geladen. Die farbenden

ABs der IBs wurden jeweils unter den Membranen in den jeweiligen Abbildungen angegeben.

3.1.17 Massenspektrometrie

Um die Ergebnisse des IBs zu verifizieren und neue Interaktionspartner von BAG3
herauszuarbeiten, wurden massenspektrometrische Untersuchungen mit beiden o-BAG3
Antikdrpern durchgefihrt. Die Experimente wurden jeweils viermal wiederholt und mit beiden
o-BAG3 Antikérpern durchgefuhrt. Als Negativkontrollen fungierten o-FLAG Antikdrper, die
hinsichtlich des Wirts und der Klonalitat dem jeweiligen BAG3 AB entsprachen.

In der Massenspektrometrie (MS) werden Proteine zunachst ionisiert und ihrer Grofde und
Ladung entsprechend aufgeteilt. Danach kann die Haufigkeit und Masse der Teilchen
bestimmt werden. Da alle Proteine der Probe analysiert werden, kdnnen so u.a. Funktionen
und Interaktionspartner des untersuchten Proteins herausgearbeitet werden ®°. Die Proben
wurden entsprechend der Single-Pot Solid Phase enhanced Sample Preperation (SP3)

Methode vorbereitet "°. Fiir die MS-Experimente wurden differenzierte humane Podozyten
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verwendet. Fur jede Probe wurden zu Beginn 8 Zellschalen vereinigt. Um die Vergleichbarkeit
der BAG3 IPs und der Kontrollen zu gewahrleisten, wurden diese parallel bearbeitet.

Die Proben wurden zunachst entsprechend Kapitel 3.1.15 behandelt. Im Anschluss an den
letzten Waschschritt wurden die Protein-Bead-Komplexe in 70-100 pl 5% SDS bei 95°C fur 5
min erhitzt. Dadurch wurden die Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Beads und
Antikorper geldst und die Proteine denaturiert. Nach einem Zentrifugationsschritt von 14000
rpm fiir 3 min wurde der proteinhaltige Uberstand abgenommen und die Beads verworfen. Zu
den Proben wurden nun 5 mM Dithiothreitol (DTT) hinzugegeben und fir 30 min bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Im Anschluss daran wurde den Proben 20 mM lodacetamid
(IAA) hinzugefugt und fir 45 min im Dunkeln alkyliert. Nach Zentrifugation mit 14000 rpm fur
3 min wurde der Uberstand abgenommen und bei -20°C eingefroren. Zur
massenspektrometrischen Untersuchung wurden die Proben im Anschluss an die Proteomics
Facility des CECAD gegeben. Die Ergebnisse der massenspektrometischen Untersuchung
wurden mit MaxQuant und Perseus ausgewertet. Die mittels MaxQuant errechneten label free
quantitation (LFQ) -Intensitdten wurden weiter mit Hilfe von Perseus Version
1.6.7.0 ausgewertet "2, Dafir wurden die LFQ-Intensitdten zunachst logarithmiert
(Zweierlogarithmus). Anschlieend wurden die Ergebnisse fir a-Bag3 (mAB) und a-FLAG
mAB sowie a-BAG3 (pAB) und o-FLAG pAB getrennt ausgewertet. Daflr wurde jeweils
fur Gene gefiltert, die in mindestens einer der Bedingungen in allen vier Replikaten gemessen
wurden. AnschlieRend wurden zur statistischen Auswertbarkeit fehlende Werte imputiert
(Breite 0,3 Standardabweichung; down shift 1,8 Standardabweichung) "*. Das Ergebnis wurde
in Volcano Plots mit einer false detection rate (FDR) von <0,01 und einer SO von 0,3
visualisiert. Dabei wurden Gene, welche ausschlieBlich mit den BAG3-Antikorpern
nachgewiesen wurden, blau hervorgehoben. Eine detaillierte Ergebnisliste mit allen Genen ist
im Anhang zu finden (Tabelle 16 und Tabelle 17). Das Venn-Diagramm wurde mit Hilfe der

Internetseite https://bioinformatics.psb.ugent.be/ generiert.

3.1.18 Immunfluoreszenz

Bei der Immunfluoreszenz (IF) binden Primarantikdrper spezifisch an die Epitope von
Proteinen. Durch einen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper wird das Protein sichtbar
gemacht. Es wurden drei verschiedene Varianten der IF angewandt (s.u.). Diese
unterscheiden sich anhand des Gewebes und der Vorbehandlung. Die Durchfihrung der IF im
Anschluss an die Fixierung wurde jedoch bei allen Verfahren identisch durchgeftihrt.

Um unspezifische Bindungen der primaren Antikérper zu minimieren, wurden die Proben fur
1-2 h mit Blocking-Puffer (PBS mit 5% Normal Donkey Serum (NDS) und 0,1% Triton
X100/0,1% Tween-20) benetzt. Nach einem Waschschritt wurde der Primarantikorper fur 1-2

h bei RT oder bei 4°C U.N. auf die Probe gegeben (Verdinnungen s.h. Tabelle 1: Priméare
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Antikorper). Gegebenenfalls wurde eine Co-Farbung mit einem weiteren Primaren Antikorper
durchgefuhrt. Fur die Negativkontrolle der Farbungen wurde der Primarantikérper
ausgelassen. Auf diese Weise konnten unspezifische Bindungen des sekundaren Antikorpers
aufgezeigt werden. Nach dreimaligem Waschen wurden die Proben fir 1-2 h mit sekundarem
Antikdrper inkubiert (Verdinnungen s.h. Tabelle 2). Im Anschluss wurden die Proben zunachst
gewaschen und schlief3lich mit 10 ul Eindeckmedium (Prolong Diamond Antifade) beschichtet
und so auf einem Deckglas bzw. auf einem Objekttrager fixiert. Zur Darstellung der Zellkerne
enthalt das Eindeckmedium 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI). Die Antikdrper wurden mit
ihren entsprechenden Verdinnungen in PBS-Tween bzw. PBS-Triton angesetzt. Die Proben
wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert Mikroskop, Zeiss) angeschaut und
ausgewertet. Einzelne Kanale wurden in den Abbildungen in Graustufen gezeigt,
Signaltberlagerungen hingegen wurden farbig dargestellt. Der Mal3stab betragt, wenn nicht

anders angegeben ,20um. Die Fotos wurden unter einem 63x Objektiv geschossen.

3.1.18.1 IF auf Kryoschnitten

Die Mause wurden durch kardiale Perfusion mit 1xPBS unter tiefer Narkose getdtet. Daraufhin
wurden die Nieren aus der Maus entnommen, zur Fixierung in O.C.T Lésung. eingebettet und
bei -80° gelagert. Am Kryostaten (Leica) wurden die Blocke bei -20°C auf eine Dicke von 5-8
um geschnitten und auf einen adhasiven Objekttrager gelegt. Die Schnitte wurden fur 1 h bei
RT getrocknet. Um die Schnitte zu fixieren, wurden sie fur 15 min mit 4% Paraformaldehyd
(PFA) benetzt und anschliefend dreimal fir 5 min mit PBS+ (PBS mit 1 mM MgCl,und 0,1 mM
CaCly) gewaschen. Zur Verdinnung der Antikdrper und des Normal Donkey Serums (NDS)
wurde PBS-Triton (PBS+ mit 0,1% Triton X-100) verwendet.

3.1.18.2 IF auf Paraffinschnitten

Die Mause wurden durch kardiale Perfusion mit 1xPBS unter tiefer Narkose getétet, die Nieren
entnommen, im Anschluss U.N. in Formalin eingelegt und anschlieend in Paraffin eingebettet.
Die anschlielRende Entwasserung der Blocke erfolgte in der Pathologie der Uniklinik KéIn. Die
Paraffinblocke wurden am Microtom (Leica) auf eine Dicke von 2 um geschnitten, auf
Objekttrager gelegt und anschlieltend bei 60°C fur 1 h in einem Brutschrank getrocknet. Zur
Weiterverarbeitung wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert.
Hierfir wurden die Schnitte nacheinander je dreimal flr 5 min in Xylol, 100%, 96% Ethanol
und einmal flr 2 min in 70% Ethanol gestellt. Nach einem 7,5 min Waschritt in PBS-Tween
wurde mit der Antigen-Demaskierung fortgefahren. Die Schnitte wurden zu diesem Zweck flr
10 min in Tris-EDTA pH9 bei 110°C in einem Kochtopf erhitzt. Daraufthin wurden die Schnitte
erst fur 5 min in ddH20 und anschliefend fur 10 min in PBS-Tween gewaschen. Bei
Paraffinschnitten wurde PBS-Tween (PBS mit 0,1% Tween-20) als Wasch- und Farbungs-

Puffer genutzt.
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Eine leichte Abwandlung des Farbeprotokolls wurde fur die Negativkontrolle des a-BAG3
(pAB) vorgenommen. Der AB wurde mit dem BAG3 Fusions Protein vor Beginn der IF in einem
molaren Verhaltnis von 1:160 fir 2 h bei RT in einem Thermoschdittler (300 rpm) prainkubiert.

Der weitere Ablauf erfolgte wie oben beschrieben.

3.1.18.3 IF in Zellkultur

Fur die in vitro Untersuchung durch IF wurden Zellen in 12 well Zellkulturschalen unter sterilen
Bedingungen auf Deckglasern ausgesat. Je nach Zellart wurden sie fir 1-14 d in einem
Brutschrank kultiviert. Das Zellmedium wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS
gewaschen. Danach wurden die Zellen fur 15 min in 4% PFA fixiert und dreimal fir 5 min in

PBS+ gewaschen.

3.1.19 Agarose Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente ihrer GroRe entsprechend
getrennt. Da DNA negativ geladen ist, bewegen sich die Fragmente in Richtung der Anode. Je
nach erwarteter Lange der DNA-Abschnitte wurden die Proben auf 1% bzw. 2% Agarosegele
geladen. Als Marker wurde 0,5 kb bzw. 1 kb GeneRuler DNA Ladder geladen. Spannung und
Laufzeit der Gele variierte je nach Gelgrofte. Im Anschluss wurden die Gele unter UV-Licht
entwickelt. Das UV-Licht reagiert mit Ethidiumbromid, welches sowohl in den Gelen als auch
im Laufpuffer enthalten ist und so an die DNA binden kann. Auf diese Weise werden die DNA

Abschnitte sichtbar gemacht.

3.1.20 Klonierung

3.1.20.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird verwendet, um spezifische Abschnitte der

Desoxyribonukleinsaure (DNS) zu amplifizieren . Im ersten Schritt der Klonierung wurde die

PCR genutzt, um die proteinkodierende cDNA des Plasmids zu vervielfaltigt. Diese wird im

Folgenden als insert bezeichnet.

Die PCR wurde entsprechend des Standardprotokolls des Q5® Polymeras Kits (New England

Biolabs) durchgefihrt. Das PCR Produkt wurde mittels Agarose Gelelektrophorese

aufgetrennt. Die aufgetrennte cDNA wurde im nachsten Schritt entsprechend des

Standardprotokolls des GendJet Purifikation Kits (Thermo Fisher) aufgereinigt.

3.1.20.2 Restriktionsverdau

Die aufgereinigte cDNA des inserts und der ausgewahlte Vektor wurden nun einem

Restriktionsverdau unterzogen. Durch den Restriktionsverdau ist es moglich, insert und Vektor

eines Plasmides zu trennen und so eine Klonierung des inserts in einen neuen Vektor zu

ermoglichen. Dabei war es von entscheidender Bedeutung, dass sowohl das insert als auch

der Vektor mit denselben Restriktionsenzymen aus ihren urspringlichen Plasmiden
42



herausgeschnitten wurden. Die so entstandenen komplementéaren ,stick ends” konnten in der
anschliefdende Ligation miteinander verbunden werden (3.1.20.3).

Die Proben wurden im Anschluss an den Verdau auf ein Agarosegel geladen. Entsprachen
die Banden den erwarteten Grofien, wurde die DNA unter UV-Licht ausgeschnitten und
anschlief’end mit Hilfe des GendJet Gel Extraction Kits (ThermoFisher) aufgereinigt.

Erfolgte ein Restriktionsverdau eines gesamten Plasmids, wurde dieser nach dem Schema
»LAnalytischer Verdau“ durchgefiihrt. Bei Restriktionsverdau eines bereits durch PCR

amplifizierten inserts wurde nach dem Schema ,PCR-Verdau* pipetiert.

Inhalte Analytischer Verdau PCR-Verdau
DNA 500 ng 52ul PCR Produkt
Puffer (NEB 3.1) 3ul 6 ul

Enzym1 (Mlul) 0,3-0,5 pl Tul

Enzym2 (Notl) 0,3ul-0,5u m

+ ddH.0 Ad 30 pl -

Tabelle 12 Pipettiertabelle Restriktionsverdau

3.1.20.3 Ligation

In der anschlielRenden Ligation wurden die beiden ,sticky ends" des Vektors und des inserts
miteinander verbunden. Diese Reaktion wurde durch die T4 DNA Ligase katalysiert ’°. Die
Ansatze wurden fir 2h bei RT inkubiert und anschlieend beide transformiert. Um die Reaktion

zu Uberprifen, wurde zeitgleich eine Kontrolle ohne insert durchgefiihrt.

Inhalte Volumen (Ligation) Volume (Kontrolle)
Vektor 2 ul 2ul

T4 Ligase Puffer 4,2 ul 4,2 pl

T4 DNA Ligase 0,8 ul 0,8 ul

Insert oul -

ddH20 7 ul 13 ul

Tabelle 13 Pipettiertabelle Ligation

3.1.20.4 Transformation und Amplifikation

Mit Hilfe der Transformation wurden Plasmide in Bakterien (re-)amplifiziert. Unter einer
Transformation versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in prokaryotische Zellen. Als
Bakterien wurden chemokompetente Escheria Coli Bakterien des Stamms DH-10 (DH-10)

verwendet. Um die Plasmide in die DH-10 Bakterien einzubringen, wurde eine sog.
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Hitzereaktion durchgefuhrt. Dafir wurden 50 ul der Bakterien mit 5 ul der Ligation vermischt,
fir 30 min auf Eis inkubiert und anschliefend bei 42°C fiur 45 sek in ein Wasserbad inkubiert.
Daraufhin wurden 350 pl eines bakteriellen Nahrmediums (SOC Medium) hinzupipettiert und
fir 1 h bei 37°C und 800 rpm auf einem Thermoschuittler (Grant) inkubiert. Nun wurden 100 pl
des Gesamtvolumens auf einer LB-Amp-Platte ausgestrichen und G.N. bei 37°C in einem
Brutschrank kultiviert.

Da in den verwendeten Vektoren eine Antibiotikaresistenz eingebaut war, kam es bei der
Kultivierung auf LB-Amp-Platten zu einer Selektion der Bakterien. Es konnten nur diejenigen
Bakterien Uberleben, welche wahrend der Transformation das Plasmid aufgenommen hatten
und dadurch resistent gegeniber dem Antibiotikum waren. Am Folgetag wurden 4 Kolonien
pro Plasmid mit einer Pipettenspitze von der Platte geerntet und jeweils in 3 ml LB-Amp-
Medium (20 g/l LB-Medium, 0,1 g/l Ampizillin) G.N. bei 37°C auf einem Schdttler inkubiert. Zur
Isolation der Plasmid-DNA aus den DH-10 Bakterien wurde nun eine Miniprep entsprechend
des GeneJET Plasmid Miniprep Kits (Thermo Fisher) durchgefihrt. Im Anschluss wurden
positive Klone durch Restriktionsverdau identifiziert. Als weitere Qualitatskontrolle wurde die
Zielsequenz des daraufhin ausgewahlten Klons mittels Sanger-Sequencing auf mdgliche
Mutationen untersucht. Um eine grof3ere Menge an DNA dieses Klons zu extrahieren, wurde

nach Anleitung des NucleoBond® Xtra Midi Kits (Macherey-Nagel) eine Midiprep durchgefiinrt.

3.1.20.5 DNA-Sequenzierung

Fir die DNA-Sequenzierung wurde die sog. Kettenabbruch Synthese nach Sanger genutzt °.
Fir die Durchfihrung der Sequenzierung wurde nach dem folgenden Schema pipettiert und
eine PCR nach Tabelle 15 durchgefihrt.

BigDye® Terminator v3.1 0,25ul

5x BigDye Sequenzierungs Puffer 2,25 ul
Primer 10 (uM) 0,25ul
Plasmid-DNA 150-200ng
+ ddH.0 Ad 10 pl

Tabelle 14 Pipettierprotokoll DNA-Sequenzierung

Schritt Temperatur Zeit

1.Initiale Denaturierung 96°C 1min
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2.Denaturierung 96°C 10s

3.Hybridisierung 55°C 5s

4 Elongation (39 Zyklen von Schritt 60°C 4 min
2-4)

Kihlung 15°C oc

Tabelle 15 PCR Programm DNA-Sequenzierung

Die Auswertung wurde durch das Institut fir Genetik der Universitat Kéln durchgefihrt. Die

Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe der Software von Benchling (Benchling Inc).
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4 Ergebnisse
4.1 Etablierung der BAG3 Antikorper

Um den BAG3 Komplex in der Niere untersuchen zu kénnen, musste zunachst sichergestellt
werden, dass die verwendeten Antikérper (AB) BAG3 hinreichend detektieren. Zu diesem
Zweck wurden die Antikorper in IF und IB ausgetestet. Um eine gréRere Bandbreite der
Untersuchungsmaoglichkeiten zu haben, wurde in dieser Arbeit mit zwei verschiedenen BAG3
ABs gearbeitet. Zum einen wurde ein polyklonales Kaninchen Antiserum verwendet, welches
im Folgenden mit a-BAG3 (pAB) abgekurzt wird. Dieser wurde gegen ein Immunogen vom C-
Terminus des BAG3 Proteins bis tUber die PxxP Domane immunisiert (nach Informationen des
Herstellers Proteintech). Zum anderen wurde ein monoklonaler Maus Antikérper genutzt,
welcher im Folgenden mit a-BAG3 (mAB) abgekurzt wird. Das Immunogen des o-BAG3 (mAB)
erstreckt sich vom C-Terminus des BAG3 Proteins bis zum Beginn der BAG-Domane (nach

Informationen des Herstellers Santa Cruz) (Abbildung 2).

4.1.1 Etablierung einer BAG3 IF in vitro

Mit dem Ziel BAG3 in vitro hinsichtlich seiner endogenen Expression und seiner subzellularen
Lokalisation untersuchen zu kénnen, wurde eine BAG3 IF-Farbung durchgefiihrt. Um sicher
zu stellen, dass sich die ABs tatsachlich an BAG3 und nicht unspezifisch binden, wurden
humane embryonale Nierenzellen (HEK293T) mit einem Plasmid kodierend fur die humane
Sequenz von BAG3 transient transfiziert. N-Terminal des BAG3-Proteins wurde ein 3xFlag-
Tag angefugt (F.BAG3). Es zeigt sich eine gute Signallberlagerung beider a-BAG3 ABs mit
der anti-FLAG-Farbung (Abbildung 4, A und B). Auch die Signale der beiden o-BAG3 AB
zeigen in einer gemeinsamen Co-Farbung eine hinreichende Uberlagerung (Abbildung 4 C).

Beide Antikorper erkennen also das humane BAG3 Protein.
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Abbildung 4: Etablierung einer BAG3 IF in HEK293T Zellen

Immunfluoreszenzbilder fixierter F.BAG3 transfizierter HEK293T Zellen. (A) Der a-BAG3
(pAB) Antikorper zeigt eine gute Signaluberlappung mit dem Flag Tag (magenta: a-BAG3
(pAB); grun: a-FLAG (Maus; mAB); n=2). (B) Auch der a-BAG3 (mAB) Antikdrper zeigt eine
gute Signaluberlappung mit dem Flag Tag (magenta: a-BAG3 (mAB), griun: a-FLAG
Kaninchen (pAB); n=2). (C) Beide BAG3 Antikérper zeigen untereinander eine
zufriedenstellende Signallberlagerung (magenta: a-BAG3 (pAB); griin: a-BAG3 (mAB); n=1).

4.1.2 Etablierung eines BAG3 Immunoblots in vitro

Fir die spatere Beurteilung der endogenen BAG3 Expression in vitro sowie der
Herausarbeitung bekannter/neuer Interaktoren von BAG3 war es wichtig, die beiden a-BAG3
ABs zunachst im Immunoblot (IB) zu validieren. Dafir wurden sowohl unbehandelte ,wildtyp*
HEK293T Zellen als auch mit F.BAG3 und F.BAG37%" transient transfizierte Zellen
verwendet. F.BAG3"2%" kodiert fiir die humane Myopathien auslésende Mutation BAG3P2%%",
Neben den Proteinlysaten wurde jeweils auch das Pellet nach der Lyse der Zellen in IP Puffer
mit Lammlipuffer versetzt und im IB aufgetragen. Wie in Abbildung 5 B zu sehen ist, erkennen
beide BAG3 ABs sowohl Uberexprimiertes (Abbildung 5, A und B, oben), als auch von
HEK293T Zellen endogen exprimiertes BAG3 (Abbildung 5, A und B, Mitte). Dabei ist eine
Veranderung der Molekilmasse von BAG3 zu beobachten. Das endogene BAG3 Protein lauft
ungefahr auf Hoéhe von 85 kDa. Das Uberexprimierte F.BAG3 lauft auf Grund seines FLAG-
Tags ein wenig hoher bei etwa 90 kDa. Einschrankend sei erwahnt, dass der a-BAG3 (mAB)

auch in den Lysaten der ,wildtyp“ HEK293T Zellen bei langerer Belichtung eine Bande auf der
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Hohe von ca. 100 kDa erkennt (Abbildung 5 B, Mitte). Diese befinden sich allerdings nicht in
den erwarteten Bereichen von BAG3. Bei beiden Antikdrper-Farbungen ist zusatzlich ein
starkeres Signal von F.BAG3™2%" im Vergleich zu F.BAG3 zu beobachten. Trotz geringeren
Gesamtproteins (Abbildung 5, A und B, unten) ist sowohl die Proteinbande des Pellets als

auch des Lysats bei F.BAG3"?*°" starker. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden keine weiteren

Experimente mit F.BAG372%" durchgefiihrt.
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Abbildung 5: Etablierung eines BAG3 Immunoblots in vitro

Farbung von Zelllysaten mit A. a-BAG3 (pAB) und B. a-BAG3 (mAB). Beide a-BAG3
Antikorper erkennen Uberexprimiertes und endogenes BAG3 in HEK293T Zellen. Die
endogene BAG3 Bande verlauft auf einer Hohe von ~85 kDa, F.BAG3 auf einer Héhe knapp
unterhalb von 100 kDa (Vgl. Pfeil F.BAG3). In beiden Farbungen imponieren zudem die
Banden von F.BAG3™%" starker als die F.BAG3 Banden. a-BAG3 (pAB) zeigt unspezifische
Farbungen auf Hohe von 70 und 55 kDa (Panel A), die Degradationsprodukte von F.BAG3
sein konnten. a-BAG3 (mAB; Panel B) zeigt schwache unspezifische Bindung auf Hohe von

100kDa. Der a-Aktin IB wurde bei beiden Antikdrpern als Ladungskontrolle hinzugezogen.

4.2 Etablierung der BAG3 Co-IP

Fir die Etablierung der Co-IP wurden zunachst HEK 293T Zellen verwendet. Im ersten Schritt
wurde BAG3 mittels F.BAG3 uberexprimiert. Als Negativkontrollen der IPs wurden Antikdrper
ausgewahlt, die hinsichtlich des Wirts und der Klonalitdt dem jeweiligen BAG3 AB

entsprachen. Als Positivkontrolle diente eine IP mit a-FLAG-Antikérper. Zur Uberpriifung der
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Co-IP wurden einige bereits bekannte Interaktoren von BAG3 durch IB angefarbt (CHIP,
Hsp70, Hsc70) *°.

Abbildung 6 A zeigt das reprasentative Ergebnis einer Co-IP mit dem polyklonalen Kaninchen
Antikorper a-BAG3 (pAB). Spur 2 zeigt eine erfolgreiche BAG3 IP. Auch die Interaktoren
Hsp70 und Hsc70 konnten im IB dokumentiert werden. Eine Interaktion zwischen BAG3 und
CHIP konnte jedoch mit dem a-BAG3 (pAB) nicht nachgewiesen werden. Die Positivkontrollen
in Spur 3 (a-FLAG AB) und 4 (a-FLAG M2 Beads) stiitzen die Ergebnisse. Dabei zeigen die
M2 Beads aufgrund der kovalenten Bindung an den o-FLAG AB deutlichere Ergebnisse.
Zusatzlich zu Hsp70 und Hsc70 konnte die IP mit a-FLAG M2 Beads auch CHIP co-
immunprazipitieren (Spur 4). Die Negativkontrolle (a-Podocin) in Spur 5 bestatigt die Spezifitat
des a-BAG3 (pAB). Ein a-FLAG Immunoblot zeigt die F.BAG3 Bande auf derselben Hohe
(~100 kDa) wie die a-BAG3 (pAB) Farbung und bestatigt damit die Ergebnisse des a-BAG3
IBs.

Die BAG3 Co-IP konnte auch mit dem a-BAG3 (mAB) etabliert werden (Abbildung 6 B). In
Spur 2 ist die funktionierende IP von BAG3 zu sehen. Auch die Interaktoren Hsc70 und Hsp70
konnten nachgewiesen werden. Zusatzlich konnte mit Hilfe des a-BAG3 (mAB) auch CHIP
Co-immunprazipitiert werden. Die Negativkontrolle a-Wt1 in Spur3, sowie die Positivkontrolle
(a-FLAG M2) in Spur 4 stutzen die Ergebnisse der a-BAG3 (mAB) Co-IP.

Um die a-BAG3 (mAB) IP im IB sichtbar zu machen, wurden die Membranen mit a-BAG3
(pAB) und (mAB) gefarbt. Der a-BAG3 (pAB) erkennt sowohl seine eigene IP (Abbildung 6 A),
als auch die IP des a-BAG3 (mAB) (Abbildung 6 B). Der a-BAG3 (mAB) hingegen erkennt im
IB weder die IP-Proben der BAG3 ABs noch die Positivkontrolle. Ein restain der Membranen
mit o-BAG3 (pAB) zeigte jedoch Proteinbanden (Abbildung 6 B). Auf Grund dieses
Ergebnisses muss davon ausgegangen werden, dass der a-BAG3 (mAB) im IB nicht zur
Detektion von BAG3 IPs geeignet ist.

Nach Etablierung der BAG3 Co-IP in F.BAG3 Uberexprimierenden HEK293T Zellen wurde im
nachsten Schritt eine Co-IP mit unbehandelten ,wildtyp“ HEK293T Zellen etabliert (Abbildung
6 C). Dies ist notwendig, da unphysiologische Expressionslevel von transgenen Proteinen eine
unnaturliche Zusammensetzung/Interaktion von Proteinkomplexen hervorrufen kénnen. Auch
in unbehandelten HEK293T Zellen erkennt der a-BAG3 (pAB) BAG3 sowohl im Lysat als auch
in der IP. Zudem zeigt sich eine (schwache) Bande der beiden Interaktoren Hsp70 und Hsc70.
Der a-BAG3 (mAB) erkennt im IB analog zu Abbildung 6 B nur das Lysat (Abbildung 6 C). Aus
diesem Grund wurde der a-BAG3 (mAB) im Folgenden nicht mehr zur Farbung von IP-Proben

genutzt.
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Abbildung 6: Etablierung der BAG3 Co-IP

(A) Der a-Bag3 (pAB) Antikdrper (co-) immunprazipitiert BAG3, Hsc70 und Hsp70 in BAG3
Uberexprimierenden HEK293T Zellen. Spur 2 zeigt einen erfolgreichen BAG3 pull down. Auch
die Interaktoren Hsp70 und Hsc70 konnten co- immunprazipitiert werden, CHIP hingegen
nicht. Positivkontrollen: Spur 3: a-FLAG AB mit Protein G Beads; Spur 4: kovalent a-FLAG
gebundene M2 Beads; Spur 5 Negativkontrolle (Neg. Ctrl): a-Podocin pAB (n=2 fir Co-IP, n=
6 fur BAG3 IP, n=5 fur Co-IP mit M2-Beads). (B) Der a-Bag3 (mAB) Antikdrper (co-)
immunprazipitiert BAG3, Hsc70, Hsp70 und CHIP in BAG3 Uberexprimierenden HEK293T
Zellen. Spur 2 zeigt eine funktionierende BAG3 (Co-) IP. BAG3 und die Interaktoren Hsp70,
Hsc70 sowie CHIP konnten (co-) immunprazipitiert werden. Die Farbung mit a-BAG3 (mAB)
erkennt zwar das Lysat, die IPs jedoch nicht. Der Restain mit a-BAG3 (pAB) hingegen bestatigt
die IPs; Spur 3: Negativkontrolle: a-Wt1; Spur 4: Positivkontrolle: a-FLAG M2 Beads (n=2). (C)
Der a-Bag3 (pAB) Antikérper (co-)immunprazipitiet BAG3, Hsc70 und Hsp70 in
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unbehandelten HEK293T Zellen. Die a-Bag3 (pAB) IP zeigte Ergebnisse analog zu (A). Auch
in unbehandelten HEK293T Zellen erkennt o-BAG3 (mAB) die IP nicht. Spur 3:
Negativkontrolle a-Podocin (n=4 fur BAG3 IP, n=1 fur Co-IP).

4.3 Kultivierte humane Podozyten exprimieren BAG3

Als leicht reproduzierbares und fur Podozyten spezifisches Model wurde nun ein in vitro Ansatz
mit einer konditional immortalisierten humanen podozytaren Zelllinie gewahlt (humane
Podozyten) ’. Zunachst wurde die BAG3 — Expression in den Zellen tberpriift. Zu diesem
Zweck wurden proliferierende Zellen (undiff.) und 14d differenzierte Zellen (diff.) betrachtet.
Wie in Abbildung 7 zu sehen, ist BAG3 sowohl in undifferenzierten als auch in differenzierten
humanen Podozyten in IB und IF nachweisbar. Im IB ist das endogene BAG3 - wie in HEK293T
Zellen - auf einer Hohe von ca. 85kDa zu sehen (Abbildung 7 A).

Die in Abbildung 7 B gezeigten Bilder geben zusatzlich Aufschluss Uber die Lokalisation von
BAG3 in der humanen Podozytenzelllinie. Es zeigen sich sowohl in differenzierten als auch in
undifferenzierten Zellen Signale im Zytosol und im Zellkern. In undifferenzierten Podozyten
erscheint die Farbung mit BAG3 im Zellkern ausgepragter zu sein als im Zytosol. In
differenzierten Zellen verhalt es sich hingegen umgekehrt. Hier scheint die Intensitat der

BAG3-Farbungen im Zytosol héher zu sein.
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Abbildung 7: Kultivierte humane Podozyten exprimieren BAG3
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(A) Humane Podozyten exprimieren BAG3 in undifferenziertem und differenziertem Stadium
im 1B. BAG3 ist auf einer H6he von ca. 85 kDa zu sehen; unten: Ladekontrolle derselben
Membran (a-Aktin). (B) BAG3 Expressionsmuster in differenzierten und undifferenzierten
humanen Podozyten in IF. BAG3 Signale sind sowohl im Zellkern als auch im Zytosol
erkennbar, wobei BAG3 in undifferenzierten vermehrt im Zellkern auftritt und in differenzierten
Zellen vermehrt im Zytosol. (magenta: a-BAG3 (pAB); blau: DAPI; n=2). Die Negativkontrollen
zeigten kein Signal (Daten nicht gezeigt).

4.4 Etablierung der BAG3 - IP in undifferenzierten humanen Podozyten
Nachdem gezeigt werden konnte, dass humane Podozyten BAG3 exprimieren, wurde mit der
Etablierung einer IP in diesen Zellen begonnen. Aufgrund der schnelleren Verflugbarkeit
wurden flr die Voraustestung proliferierende humane Podozyten verwendet. Der Erfolg der IP
wurde mittels SDS Page und IB Uberprift (

Abbildung 8 A). Die BAG3 IP funktionierte mit beiden BAG3 ABs (Spur 2 und 4). Keiner der o-
BAG3 AB zeigte unspezifische Bindungen im IB (Spur 3 und 4). Diese Ergebnisse konnten
auch in einer testweise durchgefuhrten MS/MS-Untersuchung verifiziert werden (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 8: BAG3 IP in undifferenzierten humanen Podozyten

IB einer erfolgreichen a-BAG3 (pAB/mAB) IP in undifferenzierten humanen Podozyten. Die
BAG3 IP funktioniert mit beiden a-BAG3 ABs (Spur 2 und 4). Es zeigten sich keine
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unspezifischen Banden in den nebenstehenden Negativkontrollen (Neg. Ctrl.): Spur 3 a-FLAG
(Kaninchen, pAB); Spur 5 a-FLAG (Maus, mAB); n=3.

4.5 Das BAG3 Interaktom in differenzierten humanen Podozyten
Im Anschluss an die Etablierung wurden die IPs mittels MS/MS analysiert. Mit Hilfe dieser
Daten sollten bekannte Interaktoren von BAG3 Uberpruft und mogliche neue oder fur den

Podozyten spezifische Interaktoren herausgearbeitet werden.
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Abbildung 9: Die hierarchische
Clusteranalyse trennt die Proben nach

Antikorper und Negativkontrolle

Die Proben ordnen sich entsprechend der
verwendeten Antikérper an. Es sind
eindeutige Unterschiede zwischen Proben
(BAG3) und Negativkontrollen (FLAG)
erkennbar. Die Unterschiede zwischen den
beiden BAG3 Antikérpern sind groRer als
zwischen BAG3 und den jeweiligen

Kontrollen.

Zu Beginn dieser Arbeit wurden zunachst IPs aus Nierenkortexlysaten und isolierten Glomeruli

wildtypischer Mause durchgefuhrt (Daten nicht gezeigt). Dabei zeigte sich, dass die
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Untersuchung von BAG3 in vivo mehrere Schwierigkeiten mit sich bringt. Fur eine
funktionierende IP wird zum einen eine grol’e Proteinmenge und dementsprechend viele
Mause bendtigt. Zum anderen ist BAG3 in der Niere nicht ausschlielich im Podozyten
exprimiert (Abbildung 15), wodurch eine podozytenspezifisches Interaktom weiter erschwert
wird. Als leichter reproduzierbares und fur Podozyten spezifischeres Model wurde daher ein
in vitro Ansatz mit differenzierten humane Podozyten verwendet. Differenzierte Zellen sind
durch einen Wachstumsstopp und vermehrte Expression podozytensspezifischer Proteine wie
Nephrin und Podocin gekennzeichnet. Aus diesem Grund kommen diese Zellen der in vivo
Situation naher als proliferierende Zellen 7.

Abbildung 9 und Abbildung 10 zeigen die Qualitatskontrollen der MS-Experimente. In
Abbildung 9 ist die hierarchische Clusteranalyse aller Experimente dargestellt. Diese
Analysemethode sortiert die Daten entsprechend ihren Ahnlichkeiten zueinander. Ahnliche
Daten liegen in der Graphik enger beieinander, Daten mit gréReren Unterschieden weiter
voneinander entfernt. Am Ahnlichsten sind sich jeweils die Ergebnisse der einzelnen
Antikdrper, wodurch sich Antikdrper abhangige Cluster zeigen. Die BAG3 IPs trennen sich
zudem gut von den zugehdrigen Negativkontrollen. Auch die Datensatze der BAG3 IPs
trennen sich in unterschiedliche Cluster auf. Die Unterschiede zwischen den beiden
Datensatzen sind dabei groRer als die Unterschiede zu den jeweiligen Negativkontrollen. Die
in Abbildung 10 gezeigten Hauptkomponentenanalysen (HKA) geben Aufschluss Uber die
Qualitat der Negativkontrollen. In Abbildung 10 A ist die HKA des a-BAG3 (pAB) zu sehen.
Auf der x-Achse ist eine Varianz von 77% abzulesen. Dies bedeutet, dass sich 77% der
Varianz in den Daten zwischen den BAG3 Antikérpern und den Negativkontrollen durch die
erste Hauptkomponente erklaren lassen. Da die erste Hauptkomponente den Unterschied
zwischen der BAG3-IP und der Negativkontrolle abbildet, spricht dies fir eine gute Qualitat
des Datensatzes. Die Kontrolle zeigt also wie erwiinscht zum GrofRenteil andere Daten als die
untersuchten Proben.

Auf der x-Achse wurde eine Varianz von 12,7% errechnet. Es lassen sich also 12,7% der
Varianz durch die zweite Hauptkomponente erklaren. Diese erklart den Unterschied zwischen
den einzelnen Experimenten. Die einzelnen Durchfuhrungen der Experimente weisen folglich
untereinander relativ geringe Unterschiede auf. In B ist die HKA des o-BAG3 (mAB)
dargestellt. Auf der x-Achse ist eine Varianz von 56,8%, auf der y-Achse eine Varianz von
18,6% dargestellt. Beide Experimente haben also aus technischer Sicht funktioniert.

Auf Grund dieser Daten, Iasst sich sagen, dass die koprazipitierenden Proteine der a-BAG3
ABs spezifisch fur die jeweiligen Antikdrper sind und daher fir die Beurteilung des BAG3

Interaktoms genutzt werden kdnnen.
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Abbildung 10: Qualitatskontrolle der MS Daten durch die Hauptkomponentenanalyse

(A) Die Ergebnisse von a-BAG3 (pAB) und der Negativkontrolle sind gut trennbar. Durch die
erste Hauptkomponente (Component 1) lassen sich 77% der Varianz zwischen den Daten der
BAG3-IP und der FLAG Negativkontrolle erklaren (x-Achse). Da die erste Hauptkomponente
den Unterschied zwischen der BAG3-IP und der Negativkontrolle abbildet, spricht die grofl3e
Varianz fur eine gute Qualitat des Datensatzes. Die zweite Hauptkomponente (Component 2)
erklart mit einer Varianz von 12,7% den Unterschied zwischen den vier Experimenten
untereinander (y-Achse). Die einzelnen Durchfihrungen der Experimente weisen folglich
untereinander relativ geringe Unterschiede auf. Die BAG3 Experimente sind in Blau, die
Negativkontrollen in Schwarz dargestellt. (B) Die Ergebnisse von o-BAG3 (mAB) und der
Negativkontrolle sind gut trennbar. Durch die erste Hauptkomponente (Component 1) lassen
sich 56,8% der Varianz zwischen BAG3-IP und der FLAG Negativkontrolle erklaren (x-Achse).

Die zweite Hauptkomponente (Component 2) erklart mit einer Varianz von 18,6% den
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Unterschied zwischen den vier Experimenten untereinander (y-Achse). Diese Ergebnisse
weisen auf eine gute Qualitdt des Datensatzes hin. Die BAG3 Experimente sind in Blau, die

Negativkontrollen in Schwarz dargestellt.

In Abbildung 11 wurden die Interaktoren der a-BAG3 (pAB) Experimente nun mithilfe eines
Volcano Plots dargestellt. Mit Hilfe dieser Methode kdnnen Proteine in Abhangigkeit von ihrer
Signifikanz dargestellt werden 8. Proteine unterhalb der Linien sind statistisch nicht signifikant
(FDR <0,01). Proteine auf der linken Seite oberhalb der FDR wurden in hdherer Menge in der
Negativkontrolle gefunden. Die Proteine auf der rechten Seite sind als mogliche Interaktoren
biologisch relevant. Der fold change gibt Auskunft dartuber, wie viel hdher die gemessene
Intensitat eines Proteins in der IP im Vergleich zur Negativkontrolle ist. Je hoher die Intensitat
eines Proteins im Vergleich zur Kontrolle gemessen wurde, desto weiter rechts wird es auf der
x-Achse abgebildet. Je héher sich ein Protein auf der y-Achse befindet, desto geringer war die
Streuung und umso signifikanter ist das Ergebnis (Log-P-Wert). BAG3 weist sowohl die
hdéchste Signifikanz als auch den hdchsten fold change auf. Dieses Ergebnis stellt eine interne
Kontrolle fur die Qualitdt der Daten dar. In Abbildung 12 sind analog zu der oben
beschriebenen Graphik die Interaktoren des a-BAG3 (mAB) Antikdrpers in einem Volcano Plot
dargestellt. Auch in diesem Experiment bestatigen der hohe fold change und die Signifikanz
von BAG3 die Qualitat der Daten.

Die Datensatze wurden, wie in Kapitel 3.1.17 beschrieben, ausgewertet. Proteine, die
ausschlieBlich in den a-BAG3 IPs gefunden werden konnten, wurden in blauer Farbe markiert.
Um die Daten jedoch untereinander vergleichen zu kdnnen, mussten sie in ein Verhaltnis zur
Negativkontrolle gesetzt werden. Dafir wurde das statistische Verfahren der Imputation
angewendet, bei dem fehlende Werte durch geschatzte Werte ersetzt werden . Erst auf diese
Weise war es moglich BAG3 in ein Verhaltnis zur Negativkontrolle zu setzen, da BAG3 und
andere Proteine nicht in der Kontrolle gefunden werden konnten. Durch die Imputation
erscheinen einige der prazipitierten Proteine allerdings unterhalb der FDR und sind dadurch
im Volcano Plot nicht mehr signifikant (z.B. DNM2). In grau hinterlegt sind solche Proteine, die
erst durch die Imputation signifikant werden (z.B. HSPA8 und PDLIM7). Insgesamt wurden mit
der a-BAG3 (pAB) IP 75 potentielle Interaktoren gefunden. Von diesen erschienen 23 nach
Imputation unterhalb der FDR, wohingegen 10 Proteine erst durch die Imputation signifikant
wurden (u.a. Hsc70 und PDLIM7). Nach Imputation wurden also 63 biologisch relevante
Proteine erkannt. Ein vergleichbares Bild zeigte sich bei der MS Untersuchung mit dem a-
BAG3 (mAB). Dieser AB erkannte 29 potentielle Interaktoren, von denen sechs Proteine durch
Imputation verloren gingen und sechs (u.a. Hsc70 und PDLIM7) hinzukamen. Eine

ausfihrliche Auflistung aller signifikant angereicherter Proteine — vor und nach Imputation — ist
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im Anhang unter Tabelle 16 und Tabelle 17 zu finden. Im Folgenden werden der Ubersicht

halber nur imputierte Proteine dargestellt.
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Abbildung 11: Der a-BAG3 pAB erkennt bereits bekannte und potenziell neue

Interaktoren

Darstellung signifikanter Proteine mit Hilfe eines Volcano Plots. Es werden ausschliel3lich
imputierte Daten gezeigt. In blau hervorgehoben sind Proteine, die ausschliel3lich mit den
BAG3 Antikdrpern nachgewiesen wurden, also nicht in der Negativkontrolle vorhanden sind.
Grau hinterlegt sind solche, die erst durch die Imputation signifikant werden (z.B. PDLIM7 und
HSPAS8). Durch die Imputation gelangt ein Teil der Proteine (u.a. DNM2) unterhalb der FDR
und erscheint dadurch nicht mehr signifikant. BAG3 zeigt jeweils den grofliten fold change.
Zudem konnten 9 bereits bekannte Interaktoren von BAG3 gefunden werden (HSPB8, RPS12,
HSPA2/ Hsp70-2, WNK1, YWHAE, MLF2, PDLIM7, BAG2 und HSPAS8). Unter den 62

potenziell Interaktoren befinden sich u.a. RhoA und DNM2.
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Abbildung 12: Der a-BAG3 mAB erkennt bereits bekannte und potenziell neue

Interaktoren

Darstellung signifikanter Proteine mit Hilfe eines Volcano Plots. Es werden ausschliellich
imputierte Daten gezeigt. Analog zu Abbildung 11 sind die in blau hervorgehoben Proteine
ausschlieB8lich durch den a-BAG3 mAB prazipitiert worden. In grau hinterlegt sind Proteine,
die erst durch die Imputation signifikant werden. Auch mit Hilfe des monoklonalen BAG3
Antikdrpers zeigt BAG3 den groéfiten fold change. Zudem konnten die bekannten Interaktoren
HSPAS8 (Hsc70), BAG2, MLF2, PDLIM7 und HNRNPK prazipitiert werden.

Die prazipitierten Proteine der beiden BAG3 Antikdrper wurden nun untereinander sowie mit
einer Liste bekannter BAG3-Interaktoren verglichen "°. Die Ergebnisse wurden in Abbildung
13 als Venn-Diagramm dargestellt. Die beiden BAG3 Antikoérper Uberschneiden sich in acht
Proteinen. Davon sind vier bereits als Interaktoren bekannt: MLF2, PDLIM7, BAG2, und
HSPAS8, welches das Protein Hsc70 kodiert. Bislang nicht bekannte Interaktoren sind
FAM120A, AP2B1 und HSPA1B/HSPA1A. Beide Antikorper prazipitieren zudem BAG3. Ein
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bekannter Interaktor (HNRNPK) taucht nur bei der IP mit a-BAG3 (mAB) auf. FUnf Proteine
erscheinen nur bei a-BAG3 (pAB): HSPB8, RPS12, HSPA2/ Hsp70-2, WNK1 und YWHAE.
Zusatzlich prazipitiert der a- BAG3 (mAB) 19 bislang unbekannte mdgliche Interaktoren. Der
a- BAG3 (pAB) erkennt 61 bislang nicht beschriebene Proteine. Von diesen wurden Dynamin
2 (DNM2) und Ras homolog family member A (RhoA) im Volcano Plot exemplarisch
hervorgehoben, da diese im Anschluss genauer betrachtet werden. In beiden Volcano Plots

wurden zudem jeweils die bekannten Interaktoren hervorgehoben.

BAGS pAB BAG3 mAB

Bekannte Interaktoren

Abbildung 13: Vergleich der Prazipitate beider BAG3 Antikorper mittels Venn-Diagramm

Es werden die Daten der beiden BAG3 Antikérper zusammen mit bereits bekannten
Interaktoren von BAG3 in einem Venn Diagramm verglichen. Die beiden ABs Uberschneiden
sich in 8 Proteinen. Davon sind vier bereits als Interaktoren bekannt (MLF2, PDLIM7, BAG2,
HSPAS8), drei Proteine wurden noch nicht beschrieben (FAM120A, AP2B1 und HSPA1B;
HSPA1A). Beide Antikorper prazipitieren zudem BAG3. Ein bekannter Interaktor (HNRNPK)
taucht nur bei der IP mit a-BAG3 (mAB) auf. Funf Proteine nur bei a-BAG3 (pAB) (HSPBS,
RPS12, HSPA2/ Hsp70-2, WNK1 und YWHAE). Zusatzlich prazipitiert der a- BAG3 (pAB) 61
bislang nicht beschriebene Proteine, der a- BAG3 (mAB) erkennt 19 bislang unbekannte

maogliche Interaktor.

4.6 BAG3 lokalisiert in podozytaren und nicht-podozytiren Zellen des
Glomerulums

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob und in welcher subzellularen

Lokalisation BAG3 im Glomerulum in vivo vorkommt. Da hierzu Schnitte von Mausnieren in IF

untersucht wurden, wurde insbesondere das polyklonale Kaninchen Antiserums (o-BAG3

(pAB)) fur Farbungen eingesetzt. Auf den Einsatz von a-BAG3 (mAB) wurde nach testweiser

durchgefuhrter Farbung verzichtet, da dieser AB ein hohes Mal} an unspezifischen Farbungen

59



aufwies (Daten nicht gezeigt). Um den a-BAG3 (pAB) auf Nierengewebe zu verifizieren, wurde
zunachst die Spezifitdt des ABs Uberpruft. Dabei war insbesondere die Farbung in Podozyten
von Interesse. Zu diesem Zweck wurde der a-BAG3 (pAB) mit dem humanen BAG3-
6*His Fusionsprotein (BAG3 Fusionprotein) prainkubiert (3.1.18.2). Dieses Fusionsprotein
beinhaltet die gleiche BAG3 Proteinsequenz wie das zur Antikdrperherstellung genutzte
rekombinante Protein (Humanes BAG3 GST Fusionsprotein, Proteintech). Durch die
Prainkubation mit einem Uberschuss an Antigen wird der a-BAG3 (pAB) kompetitiv gebunden.
Da der a-BAG3 (pAB) auf diese Weise in der anschlieBenden IF weniger endogenes BAG3
erkennen kann, sollte das Farbungssignal reduziert sein. Damit nicht ebenfalls die
unspezifischen anti-GST-Tag Antikérper des a-BAG3 (pAB) gebunden werden, wurde ein
Immunisierungspeptid mit einem His-Tag verwendet.

In Abbildung 14 A ist eine a-BAG3 (pAB) Farbung zu sehen, diese wurde als Referenzwert
zur Beurteilung der Negativkontrolle hinzugezogen. Abbildung 14 B zeigt eine Co - Farbung
mit a-BAG3 (pAB) + BAG3 Fusionsprotein und Nephrin. Im Vergleich zu Abbildung 14 A ist
eine deutliche Abnahme des Signals bei gleicher Belichtungszeit zu erkennen, auch im
Bereich der Podozyten (Abbildung 14 B; iii). Daher kann davon ausgegangen werden, dass
die in den Referenzbildern in Abbildung 14 A gezeigten Signale Uberwiegend BAG3
entsprechen und keine unspezifischen Farbungen des GST-Tags des AB sind. Die gewahlte
Negativkontrolle konnte jedoch keine vollstandige Verminderung des Signals bewirken. Auch
im Bereich vermuteter Podoozyten konnte weiterhin ein — wenn auch schwaches —Signal

erkannt werden (Abbildung 14 B; iv). Der a-BAG3 (pAB) wurde wegen der insgesamt guten

Daten trotzdem als vertrauenswirdig eingestuft und fir weitere Experimente verwendet.

Abbildung 14: Uberpriifung der Bindungsspezifitit des o-BAG3 (pAB) auf

Nierengewebe
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Immunfluoreszenzbilder wildtyper Mausschnitte auf Paraffin. (A) Referenzbild der Farbung des
a-BAG3 (pAB); i und ii: Vergrolerungsaufnahmen mutmalilicher Podozyten; (magenta: a-
BAG3 (pAB), grin: a-Nephrin). (B) Negativkontrolle mit BAG3 Fusionsprotein. Das BAG3
Signal zeigt sich im gesamten Bild abgeschwacht im Vergleich zu A. Es sind jedoch weiterhin
Signale im vermuteten Bereich der Podozyten erkennbar (iv); iii und iv:
Vergroflerungsaufnahmen mutmallicher Podozyten; (magenta: a-BAG3 (pAB) + BAG3

Fusionsprotein, grin: a-Nephrin).

Im nachsten Schritt wurde BAG3 hinsichtlich der subzellularen Lokalisation im Glomerulum
betrachtet. In Abbildung 15 A wurde die Schlitzmembran durch Markierung des
Transmembranproteins Nephrin sichtbar gemacht. Die Co-Farbung mit BAG3 zeigte BAG3
positive Zellen mit und ohne direkten Bezug zur Schlitzmembran. In Abbildung 15 A (i) kdnnte
es sich bspw. um einen Podozyten handeln. Die Expression von BAG3 in Podozyten konnte
durch Co-Farbung mit dem nukledren Podozytenmarker Wt1 bestéatigt werden ° (Abb. 14 B).
Diese zeigt eine schwache, aber eindeutige Farbung von BAG3 im Zytosol des Podozyten.
Der Zellkern wird dabei weitestgehend ausgespart (Abbildung 15 B iii). BAG3 ist wird also im
Podozyten exprimiert. Das Protein kommt jedoch nicht ausschlielich in Podozyten vor. Eine

reprasentative nicht-podozytare Zelle ist in Abbildung 15 A ii dargestellt.
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a-Nephrin

Abbildung 15: BAG3 lokalisiert in podozytaren und nicht-podozytaren Zellen des

Glomerulus

Immunfluoreszenzbilder von paraffineingebetteten Nieren der Maus. (A) BAG3 wird im
Podozyten exprimiert. BAG3-Signale sind bei Co-Farbung mit dem Schlitzmembranprotein
Nephrin nahe der Schlitzmembran erkennbar (magenta: a-BAG3 (pAB); grun: a-Nephrin). (B)
BAGS3 lokalisiert im Zytoplasma der Podozyten. Durch Co-Farbung des podozytenspezifischen
Proteins Wt1 konnte die Expression von BAG3 im Podozyten verifiziert werden (magenta: a-
BAG3 (pAB); grun: Wt1 Farbung mit Zenon Kit; n=2). (C) Vergrdlerte Darstellung aus A und
B i) Vergrolkerung eines Podozyten; ii) VergroRerung einer nicht-podozytaren Zelle; iii)

Vergroferung eines Podozyten; Mal3stab: 2 um

4.7 BAGS3 Lokalisation in einem BAG3P2%L Jberexpressionsmausmodell

Zum Abschluss dieser Arbeit wurden mégliche Einflisse der Mutation BAG3™2%" auf die
Struktur der Schlitzmembran und die Lokalisation von BAG3 im Glomerulum untersucht. Dafur
wurden die Glomeruli homozygoter BAG3™2%- Mause untersucht. Bei diesen Mausen handelt
es sich um eine mit PGK-Cre M&usen verpaarte transgene BAG3"%**" Linie (LSL-hBAG3-

P209L-eGFP). Diese Mauslinie wurde von Kimura et al. eingefuhrt und weist eine gute
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Uberlappung mit den menschlichen Folgen der Mutation auf. Schon kurz nach der Geburt
konnte ein vermindertes GroRRenwachstum, eine verminderte Gewichtszunahme,
muskuloskelettale Schwachen und eine ausgepragte restriktive Kardiomyopathie beobachtet
werden. Aufgrund der schwerwiegenden Symptome erreichten die Tiere nur ein Alter von 5
Wochen 8. BAG3%*°" wird im gesamten Kérper dieser Mause exprimiert, weshalb sich diese
auch zur Untersuchung der Folgen einer BAG3P%°: Mutation in der Niere eignet.
Paraffinschnitte dieser Linie wurden fur IF mit BAG3 und Nephrin angefarbt. BAG3 Signale
sind dabei auch ,aufRerhalb” der Schlitzmembran zu sehen, also in dem Bereich, in dem
Podozyten erwartet werden. Zudem erscheint das Farbemuster von Nephrin teilweise
inhomogen und granular. Dieses Muster steht im Kontrast zu dem physiologischen, eher
girlandenférmigen Nephrinsignal (Abbildung 15). Das Farbemuster kdnnte méglicherweis ein
Hinweis fur eine Schadigung der Schlitzmembran sein (Abbildung 16).

a-Nephrin merged

Abbildung 16 BAG3 Lokalisation in einem BAG3"?°°" Uberexpressionsmodell

Immunfluoreszenzbilder von BAG37?%°- Uberexpressionsmausen auf Paraffin. BAG3™?% ist im
Podozyten lokalisiert. Zudem erscheint das Farbemuster von Nephrin inhomogen und granular

(magenta: a-BAG3 (pAB), grun: a-Nephrin; n=4).
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5 Diskussion

5.1 Etablierung der BAG3-Antikorer

Um den BAG3 Komplex im Podozyten untersuchen zu kdnnen, musste zunachst sichergestellt
werden, dass die beiden verwendeten Antikérper BAG3 hinreichend erkennen.

Im Immunoblot entsprechen die gezeigten molekularen Banden von endogenem BAG3 (~85
kDA) in etwa dem beschriebenen Molekulargewicht von 80 kDA *°. Die leichte Erhéhung ist
moglicherweise durch posttranslationale Modifikationen des Proteins zu erklaren. Auch bei der
Uberexpression mit F.BAG3 zeigt sich eine Zunahme des Molekulargewichts (Abbildung 5).
Diese Veranderung erklart sich teilweise durch das N-Terminal angehangte 3xFLAG-Tag,
welches einem Molekulargewicht von 2,7 kDa entspricht. Die weitere Erhdhung konnte
ebenfalls durch posttranslationale Modifikationen bedingt sein. Neben den Daten des IB,
geben auch die Daten der Uberexpressions-IF in HEK293T gute Anhaltspunkte dafiir, dass
die Antikdrper BAG3 spezifisch erkennen (Abbildung 4). Um endgultige Sicherheit Uber die
Spezifitat der Farbungen im IB und IF zu bekommen, kénnten die Experimente um Farbungen
von BAG3 knock-down oder knock-out Zellen erganzt werden. Hier kénnte siRNA/shRNA oder
CRISPR/Cas9 basiertes Genome Editing zum Einsatz kommen. Da die hier gezeigten Daten
jedoch den erwarteten Ergebnissen entsprachen, wurden die Antikdrper von uns als
vertrauensvoll eingestuft und weitergenutzt. Ein weiteres starkes Argument fir die Spezifitat
beider Antikdrper waren in der Folge die MS Ergebnisse der Koimmunprazipitationen. Hier ist
BAGS3 in beiden Datensetzen hochst prominent nachweisbar.

Unterschiede zwischen den beiden a-BAG3 Antikérpern zeigten sich bei Co-IP der Ubiquitin-
Ligase CHIP. Nur der a-BAG3 (mAB) konnte diesen beschriebenen Interaktor mitziehen
(Abbildung 6). Eine mdgliche Erklarung kénnten die unterschiedlichen Epitope der ABs sein
(Abbildung 2). Der a-BAG3 (pAB) wurde gegen den BAG3 Proteinabschnitt vom C-Terminus
bis Uber die PxxP-Region hinaus immunisiert. Dazwischen liegt u.a. die BAG Doméane. An
dieser Stelle interagiert BAG3 z.B. mit Hsc70 und HSF1 #"*°, Es ist daher vorstellbar, dass ein
Teil des polyklonalen a-BAG3 (pAB) Antiserums an dieser Stelle bindet und damit eine
Interaktion von BAG3 mit Hsc70 erschwert. Dadurch kann weniger Hsc70 co-immunprazipitiert
werden. Nach einem Modell von Arndt et. al. bindet CHIP direkt an Hsc70 und damit nur
indirekt an BAG3 . Méglicherweise wurde in den gezeigten IPs zwar genug Hsc70 préazipitiert,
die Menge an CHIP konnte jedoch unterhalb der Nachweisgrenze des IBs gelegen haben.
Eine weitere denkbare Erklarung fir das Ergebnis kdnnten sterische Interaktionen zwischen
den a-BAG3 (pAB) Antikdrpern und der Bindung von CHIP an Hsc70 sein. Das Immunogen
des a-BAG3 (mAB) hingegen beginnt am C-Terminus des BAG3 Proteins und uberragt nur

einen kleinen Teil der BAG-Domane (Abbildung 2). Da es sich um einen monoklonalen AB
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handelt, richtet sich dieser auch nur gegen ein Epitop des Proteins und sollte
dementsprechend an der Bindungsstelle mit Hsc70 weniger/keine sterischen Interaktionen
aufweisen. Mdglicherweise wird daher das Chaperon Hsc70 im Vergleich zum o-BAG3 (pAB)
besser prazipitiert. Als Folge dessen steigt auch die Konzentration von CHIP, welches nun
innerhalb der Nachweisgrenze des IB liegt (Abbildung 6 B). Bei der gemeinsamen
Positivkontrolle dieser IPs (FLAG M2 Beads) sind sterische Interaktionen hingegen nahezu
ausgeschlossen, da sich das FLAG Tag von F.BAG3 aulRerhalb der BAG3 Proteinsequenz
befindet. Daher war hier die Co-IP von CHIP erfolgreich. Als weitere Bestatigung fur die
Funktionsfahigkeit der beiden o-BAG3 Antikérper kénnen zudem die MS-Daten gewertet
werden (s.u.).

Bei der Etablierung des a-BAG3 (pAB) fur die in vivo IF sei noch darauf hingewiesen, dass in
der Negativkontrolle weiterhin schwache BAG3 Signale erkannt wurden (Abbildung 14). Dies
konnte an den Limitierungen der Negativkontrolle liegen. Bei dieser ist aus stochastischer
Sicht nicht davon auszugehen, dass jeder Antikérper von einem Immunisierungspeptid
gebunden werden kann. Dementsprechend werden die (ungebundenen) AB auch weiterhin
endogenes BAG3 auf der Probe erkennen und schwache BAG3 Signale in der IF zeigen.
Zudem erlaubt diese Negativkontrolle keine Aussage darlber, welche Bindungen des ABs
unspezifisch fir BAG3 sind. Zwar kodiert das Fusionsprotein eine bestimmte
Aminosauresequenz, die fur das humane BAG3 spezifisch ist. Allerdings ist der a-BAG3 (pAB)
ein polyklonales Antiserum. Das bedeutet, dass dieser AB aus einer Mischung verschiedener
Antikdrper besteht, welche wiederum gegen unterschiedliche Epitope des BAG3 Immunogens
gerichtet sind. Diese Epitope sind jedoch nicht ausschlieRlich auf dem BAG3 Protein zu finden,
weshalb der Antikérper auch andere Proteine anfarben koénnte. Die hier gewahlte
Negativkontrolle kann daher keinen Aufschluss dartber geben, welche Farbungen des a-
BAG3 (pAB) moglicherweise unspezifisch sind und nicht BAG3 entsprechen. Da die gewahlte
Negativkontrolle schnell durchflihrbar war und sich zudem mit den erwarteten Ergebnissen
deckte, wurden weitere Experimente mit dem a-BAG3 (pAB) in vivo durchgeflhrt.

Um in Zukunft jedoch eine verbindliche Aussage Uber die Vertrauenswiurdigkeit des AB treffen
zu konnen, sollten BAG3 knock-out Mause untersucht werden. Zu diesem Zweck konnte
beispielsweise eine BAG3 flox Linie mit der podozytenspezifischen Pod.2a:Cre Linie verpaart
werden 8. Durch das BAG3-Defizit ist gewahrleistet, dass jede weiterhin sichtbare Farbung
durch unspezifische Bindungen des Antikérpers entsteht. Gleichzeitig kénnte dadurch
untersucht werden, welche Folgen ein BAG3-Defizit im Podozyten hat. Bekannt ist bereits,
dass ein BAG3 knock out im gesamten Koérper zu vermindertem GroéRenwachstum, der
Entstehung einer Myopathien und einer erhdhten Letalitat fihrt °’. Zudem konnte gezeigt
werden, dass eine BAG3 Haploinsuffizienz in Mause mit diabetischer Nephropathie eine

héhere Albuminurie und eine raschere Progredienz der Nierenschadigung bedingt . Die
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Generierung eines podozytenspezifischen BAG3 Defizits kénnte daher auch Aufschluss
dartber geben, ob diese erhdhte Krankheitsanfalligkeit direkt auf Podozyten oder auf andere

glomerulare Zellen, die Mikrozirkulation oder systemische Effekte zuriickzuflhren ist.

5.2 BAG3 Expression

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass BAG3 sowohl in vitro als auch in vivo in
Podozyten exprimiert wird (Abbildung 7; Abbildung 15). In vivo ist BAG3 sowohl in Podozyten
als auch in nicht podozytaren Zellen erkennbar (Abbildung 15). Diese Ergebnisse
korrespondieren gut mit der Erkenntnis, dass BAG3 ubiquitar exprimiert wird. Bekannt ist
jedoch auch, dass sich Unterschiede in der Quantitat der BAG3 Expression zwischen den
Zellarten zeigen. So finden sich u.a. in quergestreiften Muskelzellen und Kardiomyozyten

3 4757 Erste unverdffentlichte MS Daten unserer

konstitutiv erhéhte Mengen an BAG
Arbeitsgruppe konnten bereits eine etwa zweifache Anreicherung von BAG3 im Vergleich zu
nicht podozytaren Zellen zeigen. Die Expressionsunterschiede von BAG3 im Verhaltnis
zwischen Podozyten und anderen Nierenzellen - insbesondere unter Stressbedinungen (s.u.)
- sollte in Zukunft u.a. mittels IF, IB und MS eingehender untersucht werden.

Die gezeigte Lokalisation von BAG3 im Zytosol der Podozyten deckt sich mit den meisten
anderen beschriebenen Zellarten *’. Zur weiteren Bestimmung der genauen subzellulren
Lokalisation des BAG3-Komplexes in Relation zur Schlitzmembran kénnte in Zukunft die
hochauflésende STED-Mikroskopie verwendet werden. Dabei sollte ebenfalls auf eine
Lokalisationsveranderung von BAG3 unter Stressbedingungen geachtet werden (s.u.)

In humanen Podozyten scheint die Lokalisation namlich abhangig von der Differenzierung der
Zellen zu sein (Abbildung 7). In bereits differenzierten Zellen wurde BAG3 ebenfalls
Uberwiegend im Zytosol erkannt. In proliferierenden, undifferenzierten Zellen, wurde BAG3
jedoch vermehrt im Zellerkern angefarbt. Eine solche nukledre Lokalisation wurde bereits in
anderen Zellarten (z.B. Gliazellen) beschrieben 8. Auch finden sich in der Literatur Hinweise
darauf, dass BAG3 unter erhéhtem zellularen Stress vermehrt im Zellkern und perinuklear in
sog. Aggresomen exprimiert wird *+*2, Es ist daher denkbar, dass der erhéhte Stress wahrend
der Zellteilung fur die Lokalisation von BAG3 im Zellkern verantwortlich ist. Passend dazu
konnte bereits gezeigt werden, dass BAG3 und HSPB8 an der Zellteilung beteiligt sind. BAG3
Ubernimmt dabei u.a. Aufgaben an der korrekten Ausrichtung des Spindelapparates, sowie an

der Trennung der Chromosomen (Segregation) wahrend der Mitose 8.

5.3 Die BAG3P2%% Mutation: Eine potenzielle Ursache podozytarer
Schadigungen
Im Rahmen dieser Arbeit konnten mdégliche Hinweise fir eine Rolle von BAG3 in der

Entstehung podozytarer Erkrankungen gesammelt werden. Dafir wurde die Mutation
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BAG3P?®t untersucht. Diese dominant negative Mutation fiihrt zur Aggregation von
dysfunktionalen BAG3-Komplexen und verursacht dadurch Muskeldystrophie und
Kardiomyopathie im Jugendalter *2. Uber eine schadigende Rolle der Mutation in der Niere ist
bislang nur wenig bekannt. In vorangegangen Experimenten dieser Arbeitsgruppe konnte
bereits eine Mikroalbuminurie und eine glomerulére Hypertrophie in homozygoten BAG372%-
dieser Mauslinie gezeigt werden (unverdffentlichte Daten). Eine mogliche Erklarung fur diese
Pathologien liefert Abbildung 16. Unter physiologischen Bedingungen zeigt das
Schlitzmembranprotein Nephrin ein girlandenformiges Muster (Abbildung 15). Das
Nephrinmuster der homozygoten BAG3"?*°- Mause erscheint hingegen inhomogen granulér
(Abbildung 16). Die Mutation BAG3™2%" fiihrt also méglicherweise zu einer morphologischen
Veranderung der Schlitzmembran. Es ist vorstellbar, dass die BAG3”2%" Mutation auch im
Podozyten zur Entstehung funktionslose Aggregate flhrt, welche die zellulare Integritat stéren.
Sollte der BAG3 Komplex im Podozyten - wie in anderen Zellarten — an Filamin binden, kdnnte
die Aggregation zu einer hdheren Konzentration von Filamin fUhren. Erst kirzlich konnte in
unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine erhdhte Konzentration des Subtyps Filamin
B unter mechanischem Stress mit erhéhter Proteinurie korreliert %. Die vermutete podozytére
Schadigung sollte in weiteren Experimenten beispielsweise mittels Elektronenmikroskopie
untersucht werden. Dadurch kénnen Veradnderungen der Ultrastruktur der Podozyten-
Ful¥fortsatze evaluiert und mittels Fusionierung quantifiziert werden, sowie eine Interaktion von
Filamin und BAG3 nachgewiesen werden. Es sei zudem darauf hingewiesen, dass die hier
verwendeten Mause aufgrund ihres ausgepragten Phanotyps bereits nach 5 Wochen getotet
werden mussten (s.0.)®'. Die beobachtete Mikroalbuminurie kénnte daher im weiteren
zeitlichen Verlauf der Erkrankung durchaus ausgepragter ausfallen. Um die Entwicklung der
Schadigung des Nierenfilters Uber einen langeren Zeitraum beurteilen zu kdnnen, kénnte die
Generierung einer podozytenspezifischen BAG3™2%" Mauslinie erfolgen. Hierfiir kénnte z.B.
die bereits verwendete LSL-hBAG3-P209L-eGFP Linie mit der podozytenspefiischen
Pod.2a:Cre Linie verpaart werden 8'82,

In HEK293T Zellen fiel zudem auf, dass sich die Intensitat der Banden in Pellet und Lysat von
F.BAG3 und F.BAG3™%" unterscheiden (Abbildung 5). Es ist denkbar, dass der BAG3"?%--
Komplex aufgrund einer Aggregation nicht oder nur unvollstandig in Losung gebracht werden
kann. Dies konnte erklaren, warum der BAG3 Anteil innerhalb der nicht verdauten
Zellbestandteile (Pellet) hoher erscheint als im Lysat. Eine solche verminderte Losbarkeit und
Aggretation von BAG37?" im Pellet konnte in einem &hnlichen Experiment bereits im
Mausmodell in Kardiomyozyten beobachtet werden ®'. Um jedoch eine fundierte Aussage tber
die Aggregationstendenz von BAG3"2°" in Nierenzellen treffen zu kénnen, sind weitere

Untersuchung -insbesondere eine Quantifizierung- notwendig. Um die podozytenspezifische
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Aggregationstendenz der Mutation zu erortern, sollte das Experiment zudem in humanen

Podozyten wiederholt werden.

5.4 Das BAG3 Interaktom in differenzierten humanen Podozyten
Die Zusammensetzung des mechanoprotektiven BAG3-Komplexes im Muskel und anderen
Zellen ist gut beschrieben *. Mit welchen Proteinen BAG3 im Podozyten interagiert, war

jedoch bislang unbekannt.

5.4.1 Bewertung der Datenqualitat

Die gute Qualitdt des verwendeten BAGS3 Interaktoms zeigt sich in der hierarchischen
Clusteranalyse und der Hauptkomponentenanalyse (Abbildung 9, Abbildung 10).
Interessanterweise weist die erste Hauptkomponentenanalyse daraufhin, dass groflere
Unterschiede zwischen den Daten der beiden a-BAG3 ABs liegen, als zwischen ihren
jeweiligen Negativkontrollen. Eine Erklarung hierfur konnten die verschiedenen Wirte (Maus /
Kaninchen) und Klonalitdten (mono-/ polyklonal) der a-BAG3 Antikdrper sein. Die gewahlten
Negativkontrollen jedoch gleichen den a-BAG3 ABs in dieser Hinsicht. Zudem unterscheiden
sich die Epitope der beiden a-BAG3 Antikdrper (s.u.). Diese Unterschiede sind mdglicherweise
groRer als die Tatsache, dass beide Antikdrper gegen dasselbe Protein (BAG3) gerichtet sind.
Die interexperimentellen Unterschiede der zweiten Hauptkomponentenanalyse haben
vermutlich technische und keine biologischen Ursachen. Beispielsweise kann es zu geringen
Unterschieden in der Konfluenz der Zellen gekommen sein. Auch technische Unterschiede,
wie Ungenauigkeiten beim Pipettieren, sind moglich. Zudem wurden die Experimente u.a. an
unterschiedlichen Tagen und Uhrzeiten durchgefiihrt. Diese nicht/schwer vermeidbaren
Unterschiede zwischen verschiedenen Experimenten, werden als sog. Batch Effekt
beschrieben und stellen eine groRe Herausforderung in MS-Untersuchungen dar . Insgesamt
liegt die Varianz in diesen Daten jedoch im erwarteten Rahmen.

In den MS Daten fallt zudem auf, dass der der a-BAG3 (mAB) deutlich geringere Mengen
biologisch relevanter Proteine (29) prazipitiert als der a-BAG3 (pAB) (63). Dieser Unterschied
erklart sich vermutlich durch die verschiedenen Klonalitdten der Antikérper. Der a-BAG3
(mAB) ist als monoklonaler AB nur gegen ein Epitop gerichtet. Dementsprechend kann nur ein
Proteinabschnitt von BAG3 erkannt werden. Der polyklonale a-BAG3 (pAB) besteht hingegen
aus einer Mischung verschiedener Antikdrper, welche wiederum gegen unterschiedliche
Epitope des BAG3 Proteins gerichtet sind. Nun stellt jede Antikdrperbindung potenziell ein
sterisches Hindernis dar, welches zum Verlust von Interaktoren fihren kann. Dieser Nachteil
wird bei dem polyklonalen Antikérper jedoch durch die verschiedenen Epitope ausgeglichen.
Zwar blockieren die unterschiedlichen Antikdrper potenzielle Interaktionsstellen, jedoch nicht
dieselben. Der monoklonale Antikérper hingegen bindet stets an dasselbe Epitop und

verdrangt dadurch potentiell immer dieselben Interaktoren. Eine weitere Ursache fiur die
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Mengenunterschiede kénnte durch die dreidimensionale Struktur des BAG3 Proteins erklart
werden. Das Protein ist moglicherweise nicht immer identisch gefaltet, wodurch nicht immer
dieselben Bindungsstellen angreifbar sind. Jedoch ist die Wahrscheinlichkeit, eine passende
Bindungsstelle zu finden, fur einen der polyklonalen Antikdrper hdher als fir den immer gleich
aufgebauten monoklonalen Antikérper. Die unterschiedliche Zahl der Interaktoren liegt daher
in einem erwartbaren Rahmen. Auf Grund des Einsatzes des statistischen Mittels der
Imputation, kénnten zudem einige Proteine falsch negativ oder falsch positiv geworden sein.
Daher sollten fir die Validierung interessantere Interaktoren (s.u.) weitere Experimente wie IF,
IB oder IP durchgeflhrt werden. Zudem stehen mittlerweile moderner MS Messmethoden wie
die data-independent acquisition (DIA) zu Verfugung. Diese produzieren weniger fehlende
Werte, weshalb in zukunftigen Experimenten ggf. auf die Imputation verzichtet werden konnte
87

5.4.2 Diskussion bekannter und neuer Interaktoren

Im Hinblick auf bereits bekannte Interaktoren, ist die Interaktion von BAG3 mit dem Chaperon
Hsc70 — auf die beide Antikdrper hinweisen - besonders interessant. Zudem zeigt der a-BAG3
(pAB) eine Interaktion mit dem kleinen Hitzeschockprotein HSPB8. BAG3, Hsc70 und HSPB8
sind Bestandteile eines Komplexes, der in quergestreifter Muskulatur unter mechanischem
Stress die sog. chaperone assisted selective autophagie (CASA) einleitet. CASA und BAG3
erkennen dabei mechanisch geschadigtes Filamin, bauen dieses ab und sind fir dessen
Resynthese verantwortlich. Auf diese Weise hat CASA einen entscheidenden Einfluss auf den
Erhalt der zelluldren Integritit der Myozyten unter mechanischem Stress — 23633,
Moglicherweise spielen BAG3 und CASA in ahnlicher Weise auch im Podozyten eine wichtige
Rolle in der Aufrechterhaltung des Aktinzytoskeletts.

In humanen Podozyten konnte allerdings eine wichtige Komponente des Komplexes - die
Ubiquitin-Ligase CHIP - nicht gefunden werden. Im Allgemeinen sind fir den Verlust
potenzieller Interaktoren eine Vielzahl von Griinden denkbar. So bindet CHIP nach einem
Modell von Arndt et. al. direkt an Hsc70 und damit nur indirekt an BAG3 . Eine sehr gut
vorstellbare Ursache kdnnten daher erneut Bindungsprobleme mit den Antikérpern sein (s.o.).
Auch ist es denkbar, dass die gewahlte Zelllinie (humane Podozyten) nicht alle Proteine
exprimiert, mit denen BAG3 in vivo interagiert. So scheint CHIP z.B. grundsatzlich in der Niere
(HEK293T Zellen) mit BAG3 zu interagieren (Abbildung 6). Ein weiteres Problem kdnnte die
gewahlte Negativkontrolle darstellen. Potenzielle Interaktoren von BAG3 kénnten unspezifisch
an FLAG gebunden haben. Unspezifisch gebundene Proteine tauchen jedoch nicht auf der
Seite der signifikanten Kandidaten im Volcano Plot auf. Um diese Mdglichkeit in zuktnftigen
Experimenten zu vermeiden, kénnten BAG3 knock out Zellen als Negativkontrolle verwendet

werden.
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Auch das Substratprotein der CASA — Filamin — konnte in diesem Datensatz nicht gefunden
werden. Neben den oben genannten Ursachen kénnte eine plausible Erklarung fur den Verlust
dieses Proteins auch der Versuchsaufbau sein. Die hier gezeigten Experimente wurden
bewusst unter mdglichst schonenden Bedingungen durchgefihrt, um ein erstes
grundsatzliches Verstandnis Uber das BAG3 Interaktom im Podozyten zu erlangen. Wie oben
beschrieben tritt BAG3 jedoch erst mit Filamin in Interaktion, wenn dieses beschadigt wurde
2536 Es ist daher gut vorstellbar, dass Filamin unter den hier gewahlten Umsténden nicht oder
nicht ausreichend gestresst wurde und es folglich nicht zu einer Interaktion mit BAG3 kam
(s.u.). Neben Grinden des Versuchsaufbaus kommen auch biologische Ursachen als
mogliche Erklarung in Betracht. Denkbar ware beispielsweise., dass sich CASA im Podozyten
hinsichtlich des Substratproteins (im Muskel Filamin) und/ oder der Ubiquitinligase (im Muskel
CHIP) von der selektiven Autophagie in Muskelzellen unterscheidet.

Die Interaktionspartner von BAG3 im Podozyten kénnten sich zudem in mancherlei Hinsicht
von anderen bereits untersuchten Zellarten unterscheiden, wie die Vielzahl bislang nicht
beschriebener Interaktoren nahelegt (Abbildung 13). Unter diesen potentiellen Interaktoren
finden sich mit KIF5B, KIF5A, TUBA1B und DNM2 einige Mikrotubli assoziierte Proteine
(Tabelle 16). Uber diese kénnte BAG3 den Transport der Substratproteine zu den
perinuklearen Aggresomen vermitteln, in denen die BAG3 vermittelte Makroautophagie
durchgefuhrt wird. Dieser Transportmechanismus konnte bereits in anderen Zellarten mit

44525688  Unter diesen

anderen mikrotubuliassozierten Proteinen beschrieben werden
Proteinen ist DNM2 besonders bemerkenswert. DNM2 und andere Enzyme der Dynamin-
Familie wurden bereits mit der Mechanobiologie von Podozyten in Verbindung gebracht.
Dynamin bindet direkt an Aktin und Ubernimmt damit vermutlich eine aktive Rolle in der
Aufrechterhaltung des Aktinzytoskeletts 8. Zudem scheint Dynamin eine Rolle in der
Entstehung/ Protektion von Nierenerkrankungen zu spielen. In verschiedenen Tiermodellen
mit chronischer und akuter Niereninsuffizienz flhrte eine erhéhte Dynamin Aktivitat zu einer
deutlichen Verbesserung der krankheitsbedingten Symptome. Unter anderem konnte eine
Senkung der Proteinurie und einer Verlangerung der Lebenszeit der Zelle festgestellt werden.
Es wurde zudem beobachtet, dass die Ultrastruktur der Podozytenful3fortsatze
wiederhergestellt werden konnte. Die Autoren vermuten daher, in Proteinen der
Dynaminfamilie einen vielversprechenden Ansatz fir die Behandlung chronischer und akuter
Nierenerkrankungen gefunden zu haben °'. In Bezug auf BAG3 kénnte es lohnenswert sein
zu untersuchen, ob eine erhdhte BAG3 Aktivitat- moglicherweise im Zusammenspiel mit DNM2
— einen ahnlichen Effekt auf die Pathophysiologie der Podozyten hat.

Ein weiterer interessanter Kandidat ist die GTPase Ras homolog family member A (RhoA).
RhoA ist an einer Vielzahl biologischer Prozesse wie der Zellbeweglichkeit,- entwicklung und

-polaritat beteiligt und spielt zudem eine Rolle in der Instandhaltung des Aktinzytoskeletts aller
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eukaryonter Zellen, also auch im Podozyten %. Unter physiologischen Bedingungen hat RhoA
einen protektiven Einfluss auf die Struktur der Podozytenful3¢fortsatze. und soll dadurch das
sog. podocyte effacement verhindern ®. Der Verlust von RhoA hingegen ist mit Proteinurie
und podozytarem Zelltod assoziiert °%. Fir diese Arbeit ist zudem die bereits beschriebene
Interaktion von RhoA und Synaptopodin (SYNPO) im Podozyten bemerkenswert. SYNPO
bindet an RhoA und stabilisiert es auf diese Weise. Wird die Bindung aufgeldst, kommt es
hingegen zur Ubiquitinierung und proteasomaler Degradation von RhoA. Dadurch kénnte
SYNPO im Podozyten Einfluss auf die Stabilisierung des Aktinzytoskeletts haben %. Wie oben
beschrieben ist das verwandte SYNPO2 im Muskel gemeinsam mit dem BAG3 Komplex an
der CASA beteiligt. Es hat damit entscheidenden Anteil an der Aufrechterhaltung der zellularen

Integritdt von mechanisch beanspruchten Muskelzellen 2%,

In zukinftigen Experimenten
kénnte es daher lohnenswert sein, zu untersuchen, ob im Podozyten eine RhoA vermittelte
Interaktion zwischen BAG3 und SYNPO existiert. Bemerkenswerterweise wurde zudem
postuliert, dass RhoA und Dynamin im Podozyten — auf noch unbekannte Weise — miteinander
interagieren und dadurch gemeinsam an der Instandhaltung des Zytoskeletts beteiligt sind %.
Auch auf Grund der vielfaltigen Funktionen von RhoA und DNM2 - v.a. in Bezug auf die
Instandhaltung des Aktinzytoskeletts — erscheint es sinnvoll, die Interaktion mit BAG3
eingehender zu untersuchen.

Ein mdglicher nuklearer Interaktionspartner von BAG3 kdnnte Nukleoporin 35 (NUP35) sein.
Nukleoporine sind essentielle Bestandteile der Kernporen und sind als solche an dem
Transport von Molekiilen in und aus dem Zellkern beteiligt %®. Mutationen in verwandten
Nukleoporinen, wie u.a. NUP93 und NUP205 konnte bereits als Ursache fur die Entstehung
von primaren FSGS herausgearbeitet werden *°. Eine Interkation von BAG3 und NUP35 sollte
auch deshalb genauer beleuchtet werden, da bislang noch immer davon ausgegangen wird,
dass ein GroRteil der FSGS hervorrufenden Mutationen unbekannt sind '®. Es ist zudem
denkbar, dass BAG3 eine protektive Rolle in der Entstehung dieser podozytaren Erkrankung
spielt.

5.4.3 Fazit und Ausblick

Die weitere Erforschung von BAG3 als potentiell wichtigem Mechanoprotektor im Podozyten
erscheint angesichts der hier gezeigten Daten durchaus lohnenswert. Schon unter basalen
Stressbedingungen konnte BAG3, sowie einer Reihe bekannter und neuer vielversprechender
Interaktoren nachgewiesen werden. Es erscheint durchaus mdéglich, dass das Co-Chaperon
Uber den Weg der BAG3 vermittelten selektiven Autophagie an der Mechanoprotektion der
Podozyten beteiligt ist. BAG3 kdnnte im Podozyten fur den Erhalt des Aktinzytoskeletts unter
Stress verantwortlich sein, in dem es beschadigte Anteile erkennt, abbaut und resynthetisiert.
Ahnlich verhdlt sich BAG3 in der quergestreiffen Muskulatur 2363 Dieser

Reparaturmechanismus kdnnte eine Erklarung dafir liefern, wie es dem Podozyten gelingt die

71



andauernden mechanischen Belastung durch den pulsatilen Blutdruck und die Filtration
auszuhalten?. Auch kénnte BAG3 auf dieses Weise eine protektive Rolle in der Entstehung
podozytaren Erkrankung spielen. Um diese Hypothese zu erharten, sollten zukunftig weitere
massenspektrometrische Experimente durchgefihrt werden. Zunachst sollten die hier
gezeigten Experimente in gestressten, humanen Podozyten wiederholt werden. Hierfur kdnnte
beispielsweise der Proteasom-Inhibitor MG-132 verwendet werden, der bereits in anderen
Zellearten (u.a. HEK293T) zur Untersuchung von BAG3 unter zellularem Stress verwendet
wurde 8101, Es ist gut moglich, dass BAG3 - analog zu anderen Zellarten - erst unter zellularem
Stress hochreguliert wird. Dies wird durch den sog. BAG1 to BAG3 switch beschrieben. Dieser
postuliert, dass die Proteolyse unter physiologischen Bedingungen BAG1 vermittelte Gber das
Ubiquitin-Proteasom System (UPS) gesteuert wird. Erst bei zellularem Stress Uberwiegt die
BAG3 vermittelte selektive Autophagie 2>**. Auch eine Veranderung der Interaktionspartner
unter zellularem Stress ist durchaus vorstellbar und konnte bereits in HEK293T Zellen
beobachtet werden 8. Auf diese Weise kénnte auch in Bezug auf eine Interaktion von BAG3
mit Filamin A neue Erkenntnisse gewonnen werden. Zur besseren Vergleichbarkeit sollten
dabei BAG3 knock out Zellen als Negativkontrollen verwendet werden. Fur die weitere
Annaherung an die reale Situation im Menschen sollten — wenn moglich — ungestresste und
gestresste murine Zellen in vivo untersucht werden. Daflr kdnnen beispielsweise isolierte
Glomeruli oder Uber FACS sortierte Podozyten untersucht werden. Dadurch kénnten die

Ungewissheiten aus den in vitro Ergebnissen reduziert werden
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7 Anhang

7.1 Tabellen
Nur Signifikant
gefunden reguliert
bei BAG3 (nach
Name des Log-P- Fold Change (vor Imputation)
Gens Name des Proteins Wert (=Zweierlogarithmus) | Imputation)
IGKVA18;
IGKV2D-26;
IGKV2D-29 0,99097588 | 1,56839561 +
SMTN Smoothelin 1,88738527 | 1,37272024 +
2-5-oligoadenylate
OAS2 synthase 2 0,18678317 | -0,2678146 +
AP-2 complex subunit
AP2B1 beta 0,59167417 | 0,80993366 +
Www domain-
containing adapter
WAC protein with coiled-coil | 0,15529689 | 0,18594122 +
DNA dC->dU-editing
enzyme APOBEC-
3B;DNA dC->dU-
APOBEC3B; | editing enzyme
APOBEC3A | APOBEC-3A 0,16533933 | 0,33732891 +
PRRC2C Protein PRRC2C 0,4999316 | 0,55418015 +
RNA-binding motif,
single-stranded-
interacting protein 1;
RNA-binding motif,
single-stranded-
interacting protein
RBMS1; 2;RNA-binding motif,
RBMSS3; single-stranded-
RBMS2 interacting protein 3 0,87951528 | 1,32846642 +
LUCT7L3 Luc7-like protein 3 1,48614541 | 1,96773577 +
JUP Junction plakoglobin 0,19963058 | 0,49983883 +
SON Protein SON 1,54194051 | 1,7044487 +
Peptidyl-prolyl cis-
PPIB trans isomerase B 1,25169963 | 1,50793886 +
Splicing factor U2AF
U2AF2 65 kDa subunit 1,67461166 | 2,00205469 +
40S ribosomal protein
RPS19 S19 1,38392645 | 1,6457119 +
ZNF185 Zinc finger protein 185 | 1,38866438 | 2,19262743 +
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Corepressor
interacting with RBPJ

CIR1 1 0,02948678 | 0,04657602
ATP-dependent 6-
phosphofructokinase,

PFKP platelet type 1,16808985 | 1,58703613
Breast cancer
metastasis-
suppressor 1-like

BRMS1L protein 1,79735828 | 1,82215977
WD repeat domain-

WDR83 containing protein 83 1,21525915 | 1,9093132

DNM2 Dynamin-2 1,59606257 | 2,1351552

NUP35 Nucleoporin NUP53 1,09925456 | 0,78855705

CLINT1 Clathrin interactor 1 0,66836047 | 0,9259429

YWHAE 14-3-3 protein epsilon | 1,35344303 | 2,02937603
Torsin-1A-interacting

TOR1AIP1 protein 1 2,53523261 | 1,72170639

BAG3 3,40208975 | 3,63993835
60S ribosomal protein

RPL9 L9 2,99863251 | 3,2460885
N-terminal kinase-like

SCYL1 protein 4,18430734 | 5,32764339
Serine/threonine-

WNK1 protein kinase WNK1 2,13488135 | 2,33123541

ATXN2L Ataxin-2-like protein 1,99240985 | 2,50227976
Histone deacetylase
complex subunit

SAP130 SAP130 2,96133221 | 3,30439186
BTB/POZ domain-
containing protein

KCTD1 KCTD1 4,18167959 | 4,23783684

C170rf75 Protein Njmu-R1 3,19762844 | 4,94206619

WFS1 Wolframin 3,33584657 | 5,34139061
Metastasis-associated

MTA2 protein MTA2 2,50975434 | 3,48083019
BAG family molecular

BAG2 chaperone regulator 2 | 2,5018639 3,30421782
BAG family molecular

BAG3 chaperone regulator 3 | 6,02047553 | 11,3082442

SSB Lupus La protein 2,74540515 | 3,64414644
ADP/ATP translocase

SLC25A4 1 2,86196912 | 2,80285931
Y-box-binding protein

YBX3 3 3,92545205 | 2,93386316
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RPS12

40S ribosomal protein
S12

4,42627261

2,86210012

RPA1

Replication protein A
70 kDa DNA-binding
subunit;Replication

protein A 70 kDa DNA-
binding subunit, N-

terminally processed

3,04156033

3,29302549

KIF5B;KIF5A

Kinesin-1 heavy
chain;Kinesin-like
protein;Kinesin heavy

chain isoform 5A

2,57354797

2,02669477

ATP5CA1

ATP synthase subunit

gamma, mitochondrial

3,16367967

3,47238493

MAP1B

Microtubule-
associated protein
1B;MAP1B heavy
chain;MAP1 light
chain LC1

2,21196963

3,78184891

HSPA2

Heat shock-related 70
kDa protein 2

2,22207824

3,21599817

RHOA;
RHOC

Transforming protein
RhoA;Rho-related
GTP-binding protein
RhoC

2,87328209

2,37359095

RPS13

40S ribosomal protein
S13

2,82860636

2,74974728

SET;
SETSIP

Protein  SET;Protein
SETSIP

3,0974463

4,88772869

RBBP4

Histone-binding
protein RBBP4

5,0755076

6,41149902

HDAC1

Histone deacetylase 1

2,99179609

4,22924805

MLF2

Myeloid leukemia

factor 2

2,84570346

3,86612844

MAP7D1

MAP7 domain-

containing protein 1

2,85836766

4,01803923

GNPTAB

N-acetylglucosamine-
1-phosphotransferase
subunits alpha/beta;N-
acetylglucosamine-1-
phosphotransferase
subunit alpha;N-
acetylglucosamine-1-
phosphotransferase

subunit beta

2,60351553

2,58742905
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Putative helicase

MOV10 MOV-10 2,83046069 | 3,46195078

FAM91A1 Protein FAM91A1 5,00766945 | 7,57292032

LARP1 La-related protein 1 3,32638759 | 3,26852846
Rab11 family-

RAB11FIP1 interacting protein 1 6,16249551 | 4,94500065
Transmembrane

TMEM237 protein 237 3,44899381 | 4,59626627
Paired  amphipathic

SIN3A helix protein Sin3a 5,18651188 | 5,95251989
Multiple myeloma
tumor-associated

MMTAG2 protein 2 3,16007919 | 2,72954702
WD repeat-containing

WDR11 protein 11 5,71638387 | 8,18399334
Transmembrane

TMEM245 protein 245 5,08656777 | 7,60656261
Heat shock protein

HSPB8 beta-8 5,62977107 | 5,71539307
BAG family molecular

BAG5 chaperone regulator 5 | 3,4184505 4,57452774
Microtubule Cross-

MTCLA1 linking factor 1 2,67147495 | 2,99250793
Tubulin alpha-1B

TUBA1B chain 3,56031255 | 1,15489292
Nuclease-sensitive
element-binding

YBX1 protein 1 1,95076273 | 1,81793594
Constitutive
coactivator of PPAR-

FAM120A gamma-like protein 1 2,46229753 | 2,39831352
Polyadenylate-binding
protein 1;
Polyadenylate-binding

PABPC1; protein;Polyadenylate-

PABPC3 binding protein 3 3,18952342 | 3,27376509
Heat shock cognate

HSPA8 71 kDa protein 4,95842044 | 3,32194519
Heat shock 70 kDa

HSPA1B; protein 1B; Heat shock

HSPA1A 70 kDa protein 1A 4,31395935 | 3,64899063
Regulator of nonsense

UPF1 transcripts 1 3,24676163 | 4,1920867

HIST1H1B Histone H1.5 3,72077309 | 4,58836555
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PDZ and LIM domain

PDLIM7 protein 7 5,10028142 | 5,02757168
Polyadenylate-binding
protein;Polyadenylate-

PABPC4 binding protein 4 3,92820836 | 5,16068077

Tabelle 16 Signifikante Proteine der MS-Untersuchung mit a-BAG3 (pAB)

Die Tabelle bildet alle signifikanten Proteine der MS-Untersuchung mit o-BAG3 (pAB) ab.

Diese unterscheiden sich allerdings vor und nach Anwendung des statistischen Verfahrens

der Imputation. Daher wurden Proteine, die nur durch den BAG3 Antikdrper gebunden wurden

— und nicht in der Negativkontrolle erschienen — in der Spalte ,Nur gefunden bei BAG3*

markiert. Proteine, die sowohl vor als auch nach Anwendung der Imputation signifikant blieben,

wurden zusatzlich in der Spalte ,Signifikant reguliert* markiert. Proteine, die erst durch die

Imputation signifikant wurden, wurden nur in dieser Spalte kenntlich gemacht. Insgesamt sind

75 Proteine gefunden worden. Von diesen verloren 23 durch Imputation die Signifikanz und

10 Proteine wurden signifikant. Die FDR lag bei <0,01. Fur den fold change wurde ein

Zweierlogarithmus verwendet.

Nur Signifikant
gefunden reguliert
bei BAG3 (nach
Name des Fold Change (vor Imputation)
Gens Name des Proteins Log-P-Wert | (=Zweierlogarithmus) | Imputation)
AP-2 complex subunit
AP2B1 beta 2,164684113 | 1,55348301 +
Constitutive coactivator of
PPAR-gamma-like
FAM120A | protein 1 1,714917981 | 1,72513056 +
Polypyrimidine tract-
PTBP1 binding protein 1 1,291072427 | 1,50222826 +
RTN3 Reticulon-3 2,070684883 | 2,02339029 +
SREK1IP1 | Protein SREK1IP1 1,996842045 | 2,69723463 +
HSP90B1 Endoplasmin 0,644924563 | 1,0604043 +
Scavenger receptor class +
SCARF2 F member 2 6,538340329 | 5,09382105 +
Voltage-dependent anion- +
selective channel protein
VDAC2 2 2,556333508 | 2,57929897 +
BAG3 2,723538141 | 2,94402504 + +
Insulin-like growth factor 2 +
IGF2BP2 mRNA-binding protein 2 2,378418783 | 2,29344893 +
BAG family molecular +
BAG2 chaperone regulator 2 3,818018555 | 1,8829565 +
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BAG family molecular

BAG3 chaperone regulator 3 6,398786058 | 10,1698112
U1 small nuclear

SNRPA ribonucleoprotein A 3,522857311 | 2,38333321

RPL23 60S ribosomal protein L23 | 4,321365127 | 3,82390785

TCHH Trichohyalin 4,675610374 | 4,74543428
KH domain-containing,
RNA-binding, signal
transduction-associated

KHDRBS1 | protein 1 4,350630244 | 4,21675396
Protein flightless-1

FLII homolog 3,741752236 | 3,28687525
Transcription

TRIM28 intermediary factor 1-beta | 5,506785667 | 8,36002874

MLF2 Myeloid leukemia factor 2 | 4,239524395 | 3,2309742
Alpha-tocopherol transfer

TTPAL protein-like 2,783117765 | 1,72624826
Zinc finger CCCH
domain-containing protein

ZC3HT7A 7A 3,508325099 | 3,29451704
Putative  homeodomain

PHTF2 transcription factor 2 3,987254213 | 4,71553612
DCC-interacting protein

APPL2 13-beta 6,489647034 | 9,72966909
Heat shock 70 kDa

HSPA1B; protein 1B; Heat shock 70

HSPA1A kDa protein 1A 2,957606458 | 2,41965103
Heat shock cognate 71

HSPAS8 kDa protein 4,165962638 | 2,43993616
Heterogeneous nuclear

HNRNPK ribonucleoprotein K 3,426976478 | 2,73514318

RBMX; RNA-binding motif

RBMXLA1 protein, X chromosome 2,639372388 | 2,79946089
Heterogeneous nuclear

HNRNPL ribonucleoprotein L 3,508942096 | 2,86551237
PDZ and LIM domain

PDLIM7 protein 7 5,201608403 | 3,49525166

Tabelle 17 Signifikante Proteine der MS-Untersuchung mit a-BAG3 (mAB)

Die Tabelle bildet alle signifikanten Proteine der MS-Untersuchung mit a-BAG3 (mAB) ab. Die
Beschriftung erfolgt analog zu Tabelle 16. Insgesamt wurden 29 signifikante Proteine
gefunden. Davon waren 6 nur vor Anwendung der Imputation und 6 Proteine erst nach

Anwendung der Imputation signifikant.
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