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1. Zusammenfassung

Glomerulare Erkrankungen sind die haufigste Ursache fur einen chronisch progredienten
Nierenfunktionsverlust. Glomerulare Schadigungen betreffen den Nierenfilter und gehen mit
einer Proteinurie einher, die einen prognostischen Faktor fir den weiteren
Nierenfunktionsverlust darstellt. Unter physiologischen Bedingungen ist der glomerulare Filter
impermeabel fur Proteine. Er besteht aus dem glomeruléren Endothel, einer Basalmembran
und aus Podozyten, postmitotischen hochdifferenzierten Epithelzellen. Podozyten bilden
zwischen miteinander verschrankten Ful¥fortsatzen die Schlitzmembran aus, einen
spezialisierten Zell-Zell-Kontakt, der essenziell fur die Struktur und Funktion des Filters ist.
Aufgelagert auf die glomerulare Basalmembran sind sie pulsatiliem mechanischem Stress
ausgesetzt. Hier kénnte das Proteine BAG3 und die Chaperone des Casa Komplexes, die
protektive Effekte gegen mechanischen und proteotoxischen Stress vermitteln, und die in
Podozyten gegenliber anderen glomeruldaren Zellen verstarkt exprimiert sind, eine wichtige
Rolle spielen.

Daher wurden in der vorliegenden Arbeite mithilfe von LC-MS/MS basierter Proteomik und
unter Verwendung einer CRISPR/Cas9-generierten BAG3-defizienten Podozytenlinie
Podozyten in einem in vitro Modell zyklischem mechanischem Stress ausgesetzt, um BAGS-
vermittelte mechanoprotektive Effekte in humanen Podozyten zu untersuchen. Aus BAG3
profizienten Podozyten wurde der Bag3 Komplex prazipitiert und es reicherten sich Proteine
an, die mit dem Aktinzytoskelett sowie Transkription und Translation assoziiert sind.
Signifikante mdogliche Interaktoren nach Co-IP mit zwei verschiedenen BAG3-Antikorpern
waren die regulatorischen Untereinheiten von PP-1 (protein phosphatase 1). Dieser
Proteinkomplex moduliert die Kontraktilitat von Aktinfasern. Mechanischer Stress fihrte zur
Anreicherung inhibitorischer Untereinheiten von PP-1. In Anwesenheit von BAG3 fihrte
mechanischer Stress zur vermehrten Expression von Arp2/3, einem Proteinkomplex, der eine
Schlisselrolle bei der Polymerisation von Aktin spielt. BAG3-defiziente Podozyten zeigten
hingegen eine erhohte Expression von RhoA, welches ebenfalls die Kontraktilitdt des
Aktinzytoskeletts moduliert und mit der Bildung von Stress Fasern assoziiert ist. Kanonische
Komponenten des CASA-Komplexes, HSP70 und HSPBS8, konnten zwar nachgewiesen
werden, wurden jedoch nicht durch mechanischen Stress verandert.

Diese Ergebnisse sprechen fir eine Rolle von BAG3 in der Mechanoprotektion in Podozyten,
speziell bei der Regulation Zytoskelett-assoziierter Prozesse unter mechanischem Stress. Vor
dem Hintergrund des Verlusts von Schlitzmembran und FuRfortsatzen in geschéadigten
Podozyten konnten der BAG3 Komplex und Regulatoren des Aktinzytoskeletts mogliche
therapeutische Ziele bieten. Weitere Forschungsvorhaben sollten die Bedeutung Bag3-

abhangiger Mechanismen in vivo untersuchen.
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2. Einleitung

2.1 Die steigende Inzidenz chronischer Nierenkrankheiten und glomeruléare
Erkrankungen

Die Inzidenz chronischer Nierenkrankheit (chronic kidney disease, CKD) nimmt weltweit zu: in
den USA leiden 14 % der Bevdlkerung an CKD, weltweit wird die Pravalenz auf ca. 10%
geschatzt'. CKD tragt damit zunehmend zu Morbiditat und Mortalitat bei?3. Steigende
Lebenserwartung sowie hohe Pravalenz von arterieller Hypertonie und Diabetes mellitus in
den Industriegesellschaften, aber zunehmend auch in Entwicklungs- und Schwellenlandern
tragen maRgeblich zu dieser epidemiologischen Entwicklung bei*. Da Menschen tiber 65 Jahre
die am schnellsten wachsende demografische Gruppe darstellen, riickt die Erforschung der
genauen Mechanismen der Entstehung von CKD zunehmend in den Fokus®®. Diese chronisch
progrediente Nierenfunktionseinschrankung bleibt zu Beginn meist unbemerkt. So zeigt sich
in der Normalbevolkerung schon ab dem 40. Lebensjahr eine Funktionsabnahme um ca. 1%
pro Jahr. Die bestmdgliche Kontrolle modifizierbarer Risikofaktoren, insbesondere einer
arteriellen Hypertonie oder eines Diabetes mellitus, ist daher fur die Verlangsamung des
Nierenfunktionsverlustes wichtig”®.

In den USA entstehen 70% der dialysepflichtigen Nierenerkrankungen als Folgen von
Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie®. Die diabetische und die hypertensive
Nephropathie betreffen vorwiegend die Glomeruli, die glomeruldren Schaden fihren zur
EiweiRausscheidung im Urin (Proteinurie)!°. Der Nachweis von Proteinurie oder Albuminurie,
auch in geringen Mengen, geht dem Nierenfunktionsverlust voraus?!. Daher gilt die Proteinurie
als unabhangiger Risikofaktor fir die Progression einer chronischen Nierenkrankheit.'>!3, Das
Progressionsrisiko steigt mit der Proteinurie, beispielsweise zeigt sich im Frilhstadium einer
diabetischen Nephropathie eine Mikroalbuminurie (30 — 300 mg Albumin/24 h). Mit
Fortschreiten der diabetischen Nephropathie kann es bis zum nephrotischen Syndrom (>3,5 g

Albumin/24 h) kommen?©.

2.2 Der glomeruléare Filter

Die Nierenfunktion wird durch Nephrone genannte Untereinheiten abgebildet, die aus dem
Glomerulus sowie einem angeschlossenen Tubulussystem bestehen. Unter physiologischen
Bedingungen ist der glomerulare Filter zur Filtration von 180 | Blut pro Tag unter nahezu
kompletter Retention von Albumin und anderen grof3en Proteinen in der Lage. Gleichzeitig
sind Elektrolyte und kleine Molekile wie Harnstoff frei filtrierbar4. Eine Schadigung der
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Glomeruli fihrt haufig zur Durchlassigkeit des Filters fur Proteine. Der Ubertritt von EiweiB in
den Urin fuhrt zu einer Proteinurie®®.

Die Filtrationsbarriere zwischen Blut und eiwei3freiem Primérharn setzt sich aus drei
Komponenten zusammen (Abb. 1A): den fenestrierten Endothelzellen, die die glomerularen
Kapillaren auskleiden, der glomerularen Basalmembran (GBM) sowie den Podozyten, die auf
der Harnseite des glomeruldren Filters sitzen und die Kapillaren mit ihren Fortsétzen
bedecken?®. Allen Komponenten des glomerularen Filters wird eine Beteiligung an der
glomerularen Barriere zugeschrieben!’: So sind die fenestrierten Endothelien mit negativ
geladener Glykokalyx besetzt, die zur Ladungsselektivitat des Filters fuhrt®. Andererseits
fuhren Abnormalitdten der glomerularen Basalmembran, wie zum Beispiel beim Alport-
Syndrom, zu Proteinurie und Nierenfunktionsverlust*®.

Fur glomeruldre Schadigungen, die mit einer Proteinurie und schlie3lich
Nierenfunktionsverlust einhergehen, spielen aulRerdem Podozyten?>?! eine herausragende
Rolle. Podozyten verfligen tber primare und sekundére namensgebende Ful3fortsétze, die
sich mit denen benachbarter Zellen interdigitierend verschranken. Zwischen den
Ful3fortsatzen bilden sie untereinander einen einzigartigen Zell-Zellkontakt - die
Schlitzmembran - aus??. Die meisten Mutationen, die zu erblichen Erkrankungen mit einer
massiven Proteinurie fihren, betreffen Gene, die exprimiert in Podozyten fur Bestandteile des
Schlitzmembrankomplexes kodieren.

Die Modellvorstellung Uber die Entstehung einer Proteinurie wurde in der Vergangenheit
mehrfach revidiert. Nachdem initial die GBM als zentraler Bestandteil angesehen wurde,
konnten mikroskopische Studien einen podozytaren Phanotyp zeigen, der mit einer Proteinurie
einhergeht?. Ein aktuelles Modell des glomerularen Filters geht von einer Kompression der
GBM zwischen Endothel und Podozyten aus (Abb. 1A). Zwischen dem Endothel der
glomerularen Kapillaren und den viszeral anliegenden Podozyten bildet die glomerulare
Basalmembran eine Gel-Matrix-Struktur aus. Bei Verlust der Podozyten kann diese Matrix

expandieren und permeabel fir Proteine werden (Abb. 1B)?*.
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Abbildung 1: Der glomerulére Filter. Im physiologischen Zustand (A) ist der dreischichtige Filter
undurchlassig fur Aloumin. Wie eine Gelmatrix wird die glomerulare Basalmembran zwischen
Podozyten (griin) und Kapillarendothel (rot) komprimiert (grine und rote Pfeile). Bei Schadigung
des glomeruléren Filters (B) expandiert die glomerulare Basalmembran, die Podozyten verandern ihre
Struktur. In diesem Zustand ist der glomerulare Filter durchlassig fir Albumin. Die Podozyten sind auf
der Urinseite des glomerularen Filters tensilem Stress (doppelseitiger Pfeil) und Scherkraften durch
vorbeistromende Flissigkeit ausgesetzt (einseitige Pfeile). Verwendet mit Erlaubnis von?, ©
Massachusetts Medical Society

2.2.1. Fullfortsatzverbreiterung und Podozytenverlust

Schadigungen der Podozyten, die mit einer Proteinurie einhergehen, zeigen ultrastrukturell
pathognomonische Alterationen in der Podozytenarchitektur und der Schlitzmembran?®. Eine
Schadigung der FuRfortsatze ist dabei in der konventionellen Lichtmikroskopie
auflésungsbedingt nicht direkt sichtbar. Die Visulisierung der Schlitzmembran gelingt
ausschlieBlich in der Elektronenmikroskopie. Techniken wie STED (stimulated emission
depletion)-Mikroskopie?* oder andere hochauflésenden Verfahren konnen jedoch einen
Verlust der Sekundarfortsatze sowie eine Verplumpung der Primarfortsdtze darstellen
(podocyte effacement). Hierbei ist die Veranderung der Struktur der FuR3fortsatze schon vor
dem Einsetzen der Proteinurie zu beobachten®?. Podozyten sind hochdifferenzierte
postmitotische Epithelzellen, die kaum Uber Regenerationsfahigkeit verfigen!®. Bei einer
Schédigung und dem Verlust von Podozyten kommt es zundchst zu einer Hypertrophie
Uberlebender Zellen?’. Diese Kompensationsleistung ist jedoch limitiert. Wird eine Schwelle
Uberschritten, kommt es zur Sklerosierung mit einem irreversiblen progredienten Verlust der

Podozyten?,
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2.2.2. Schéadigung von Glomerulus und Podozyten

Die Pathomechanismen, die zu einer glomeruldaren Schéadigung fuhren sind vielgestaltig.
Neben - oft altersassoziierten - Erkrankungen wie Bluthochdruck, Diabetes mellitus Typ 2 und
Adipositas kénnen auch akute Glomerulonephritiden, Infektionen oder
Autoimmunerkrankungen eine glomerulare Schadigung bedingen, die zu einer Proteinurie
fuhrt. Zur Abschatzung der Prognose und Steuerung der Therapie kann die histopathologische
Untersuchung beitragen. In einigen Fallen kann so eine behandelbare Grunderkrankung
nachgewiesen werden?. Einige Krankheitsentititen zeigen histopathologische
Veranderungen, die auf den Glomerulus beschrankt sind. Diese Nierenkrankheiten werden
wesentlich nach einem Verletzungsmuster (pattern of injury) von Glomeruli oder Podozyten
diagnostiziert: Eine minimal change disease (MCD) ist zunachst nur elektronenmikroskopisch
anhand der verbreiterten FuRfortsatze festzustellen®. Bei der fokal-segmentalen
Glomerulosklerose (FSGS) kommt es durch vereinzelte Ablésung der Podozyten zur
Vernarbung von Abschnitten der Glomeruli®!, die auch lichtmikroskopisch darstellbar ist. Beide
Erkrankungen gehen mit einer ausgepréagten, haufig nephrotischen Proteinurie einher. Bei
Voranschreiten glomerularer Erkrankungen kommt es schlussendlich zu einer kompletten
Sklerosierung der Glomeruli. Die glomerulare Globalsklerose stellt einen irreversiblen
Funktionsverlust dar®?. Wahrend die MCD eine gute Prognose hat, kommt es bei der FSGS
haufig zu Rezidiven oder therapieresistenten Verldufen mit zunehmendem
Nierenfunktionsverlust. Fur beide Entitaten ist die Reduktion der Proteinurie ein

entscheidender Prognosefaktor®:,

2.2.3. Therapeutische Ansétze bei glomerularen Erkrankungen

Sowohl bei primaren glomerularen Erkrankungen als auch sekundar vermittelten Schaden, wie
durch arteriellen Hypertonus oder Diabetes mellitus steht die Verminderung der glomerularen
Hypertension und Hyperfiltration therapeutisch im Vordergrund. Herkémmlich werden
Angiotensin-1l-Rezeptorantagonisten oder ACE-Inhibitoren zur Relaxation des vas efferens
und damit Senkung des glomerularen Drucks verwendet®43°, Neuerdings werden auch
SGLT2-Inhibitoren zur Nephroprotektion verwendet, selbst bei Patienten, die nicht an einem
Diabetes mellitus erkrankt sind®¢. Auch hier wird eine Senkung des glomerularen Drucks
erzielt. Die Inhibition von SGLT2 fuhrt Uber verstarkte Natriurese und nachfolgende Inhibition
des tubuloglomerularen Feedback zur Vasokonstriktion des vas afferens®’. Nicht unerwahnt
bleiben sollen die extrarenalen pleiotropen Effekte dieser Substanzklasse, die unzureichend
verstanden sind. Die Optimierung der glomeruldren Hamodynamik bietet jedoch eine plausible

Erklarung fur die antiproteinurischen Effekte dieser Medikation®8,
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Bei den Krankheitshildern der MCD und FSGS fihren auch immunsuppressive
Therapieanséatze mit Glukokortikoiden, Calcineurininhibitoren, Proliferationshemmern und
monoklonalen CD20-Antikérpern zu einer Reduktion der Proteinurie®*#°. Es sind also nicht
allein hamodynamische Effekte fiir die Aufrechterhaltung der glomerularen Filtrationsbarriere
an der Schlitzmembran verantwortlich. Vielmehr kdnnen auch inflammatorische Prozesse zur
Disruption des glomerularen Filters fihren*!.

Zur Behandlung von MCD und FSGS stellt die Erstlinie meistens eine hochdosierte
Glukokortikoid-Therapie dar*?. Bei Steroid-resistentem nephrotischen Syndrom (SRNS) im
Rahmen einer MCD kommen schlie3lich Calcineurininhibitoren oder CD20-Antikérper zum
Einsatz*®. SchlieBlich sind auch extrakorporale Verfahren wie Plasmaseparation oder
Immunadsorption therapeutische Optionen*’. Der therapeutische Einsatz von B-Zell-
gerichteten Therapien bzw. Depletion von Immunglobulin G ging dabei dem Nachweis der
therapeutischen Zielstruktur voraus. Mehrere Hypothesen, welche zirkulierenden Faktoren fir
die Entstehung des rekurrenten nephrotischen Syndroms verantwortlich sind, wurden
aufgestellt und teils verworfen®>46, SchlieRlich gelang der Nachweis von Antikdrpern gegen
Nephrin, einem Bestandteil der Schlitzmembran in Patienten mit MCD und FSGS*748,

2.2.4. Die Schlitzmembran und ihre Komponenten

Die Schlitzmembran ist eine elektronendichte Struktur, die die Distanz von 40 nm zwischen
benachbarten Fuldfortsatzen Uberbrickt und neben der zentralen Rolle bei der Bildung der
glomerularen Filtrationsbarriere auch an zahlreichen Signalwegen und deren Regulation
beteiligt*®.

An der Bildung dieses Zell-Zell Kontakts ist Nephrin, bestehend aus einem zytoplasmatischen
C-Terminus, einer Transmembrandomane und einer groBeren extrazellularen Domane mit
acht IgG-artigen Motiven, beteiligt. Nephrin ist an der Schlitzmembran Teil eines
Proteinkomplexes, der mit lipid rafts bzw. detergent resistant membranes assoziiert ist.
Intrazellular kann Nephrin  abhangig von der Phosphorylierung von einzelnen
Aminoséaureresten durch Kinasen der Src-Familie wie Fyn weitere Adapterproteine rekrutieren.
Zum Beispiel nimmt Nephrin Gber Nck1/2 an Signalwegen wie PI3/AKT oder WASp teil**->2,
Ein weiterer Bestandteil des Schlitzmembrankomplexes ist das haarnadelartige Protein
Podocin, das mit Nephrin sowie Nephl interagiert°>®3. Nephrin und Nephl bilden einen
Komplex an der Schlitzmembran, beide verfiigen Uber eine extrazellulare sowie eine
Transmembrandomane. AuRRerdem interagieren Nephrin und Neph1 intrazellulare mit ZO-1.%4,
Weiterhin reguliert Podocin den Calciumkanal TRPC6%. Ein zusatzliches Adapterprotein ist

CD2AP, welches Uber Assoziation mit Synpo2 und Inhibition der GTPase-Aktivitat von RhoA
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die Ausbildung von Aktin-Stressfasern beguinstigt®®-°. Weiterhin interagiert CD2AP mit Filamin

A, welches als Mechanosensor- und Transduktor mit dem Aktinzytoskelett verbunden ist®%62,

von Nephl und Nephrin einen 40nm breiten Spalt zwischen benachbarten Podozyten. Membranstandig
ist Podocin und eine Signalschaltstelle mit diversen Kinasen (Nck, PI3K) aber auch mechanosensitiven
Proteinen wie TRPCG6 lokalisiert. Uber tight-junctions und das Filamin besteht eine Verbindung mit dem
Aktin-Zytoskelett. Verwendet mit Erlaubnis vonz, © Massachusetts Medical Society®

Podozyten verfligen mit der Schlitzmembran also Uber einen Komplex der Mechanosensation
(z.B. Uber TRPC6), Mechanotransduktion (z.B. Uber CD2AP und Filamin), sowie
Mechanoprotektion (z.B. RhoA) .

2.2.5. Glomerulare Erkrankungen und Kompensationsmechanismen

Mutationen in den Genen, die Proteine der Schlitzmembran kodieren, fihren zum klinischen
Bild eines nephrotischen Syndroms. Mutationen in NPHS1, kodierend fiir Nephrin, bedingen
das steroidresistente nephrotische Syndrom vom finnischen Typ®?, pathogenetische Varianten
in NPHS2 fuhren ebenfalls zu einem steroid-refraktaren nephrotischen Syndrom®3. Sowohl
gain-of-function, als auch loss-of-function-Mutationen in TRPC6 konnen ebenfalls dazu
fuhren®. Im Mausmodell zeigen Tiere mit einem CD2AP-Knockout einen letalen renalen
Phanotyp mit Albuminurie. Auch beim Menschen scheint eine Haploinsuffizienz von CD2AP
fur glomerulare Erkrankungen zu pradisponieren®®.

Haufiger als genetisch bedingte Erkrankungen des Glomerulus ist jedoch eine erworbene, oft
mechanische Schadigung durch glomerulare Hyperfiltration®. Diese tritt bei Diabetes,
Bluthochdruck und Adipositas auf®”. Mdglich ist einerseits die akute Schadigung durch einen
erhdhten Druck in den glomerularen Kapillaren. Andererseits kommt es mit abnehmender

Nephronzahl bei anhaltender Nierenschadigung zu einer kompensatorischen Hypertrophie der
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verbliebenen Glomeruli®. Glomerulare Hyperfiltration fuhrt Uber einen Anstieg des
hydraulischen glomerularen Drucks und dadurch erhdhten transkapillaren konvektiven Fluss
zu einer mechanischen Belastung der Podozyten. Es wirken an den Ful¥fortsdtzen sowohl
Scherkréfte durch den Harnfluss, als auch tensiler Stress durch Elongation der glomerularen
Basalmembran®. Dieser mechanische Stress wirkt auf die Schlitzmembran und setzt sich Gber
Adapterproteine auf das Zytoskelett fort. Das Zytoskelett bestimmt maRgeblich die
Morphologie der FuRR3fortsatze. Hier spielen besonders Aktinfilamente durch ihre stetige De-

und Repolymerisation, Kontraktilitat sowie Ausbildung von Stressfasern eine Rolle™.

2.3 Proteostase

Auch unter idealen, physiologischen Bedingungen ist die Proteinbiosynthese fehleranfallig, es
fallen funktionslose oder sogar toxische Produkte an. Gleichzeitig ist die Lebensdauer
funktionsfahiger Proteine begrenzt. Die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen
Synthese, Degradation, Aggregation und Utilisation von Proteinen wird als Proteostase
bezeichnet’*72, Ein Mechanismus hierflr ist der Abbau fehlgefalteter zytosolischer Proteinen
nach Ubiquitinylierung in den Proteasomen. Der proteasomale Abbau ist ein effizienter
Mechanismus zum Abbau kleiner und I6slicher Proteine und Peptide’®. Daneben verfligen

Zellen Uber den lysosomalem Abbau und damit eng verbunden den Prozess der Autophagie.

2.3.1. Autophagie und die Rolle von Chaperonen

Autophagie beschreibt den Abbau von zelleigenen Bestandteilen. Sie ist ein kataboler Prozess
und kann als Reaktion auf verschiedene Stressoren induziert werden. Autophagie kann
Zellschaden verhindern und die Viabilitat verbessern’. Um den Abbau von groRen Proteinen,
Proteinaggregaten und Organellen zu ermdéglichen, werden diese in membranumbhdillten
Organellen, den Autophagosomen, sequestriert. Diese fusionieren mit Lysosomen weiter zu
Autolysosomen’76,

Autophagieprozesse kdnnen regulatorische Funktionen tbernehmen und z.B. Synthese und
Degradation von Proteinen beeinflussen oder durch Interaktion mit Chaperonen
Proteinaggregate und fehlgefaltete Proteine abbauen’’:’8, Chaperone sind Proteine, die ATP-
abhangig andere Proteine dabei unterstlitzen eine physiologische Sekundarstruktur
einzunehmen. Das Chaperon bindet dazu reversibel die hydrophoben Regionen des
Substrats. Bindung und Freisetzung des Substrats am C-Terminus des Chaperons bendtigen
dabei ATP beziehungsweise einen nucleotide exchange factor (NEF)"".

Chaperone werden bei Bedingungen, die eine Fehlfaltung von Proteinen erleichtern, auch

vermehrt gebildet: Die Synthese von Chaperonen wird bei erh6hten Temperaturen gesteigert,
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daher werden sie als Hitzeschockproteine bezeichnet. Auch oxidativer Stress oder
mechanischer Stress fihrt zu einer Steigerung der Chaperonsynthese’™. Unter
physiologischen Bedingungen stellen Chaperone eine Qualitatskontrolle neugebildeter
Proteine dar, erleichtern den Zusammenbau von Proteinkomplexe und fihren Proteine
gegebenenfalls der Degradation durch das Ubiquitin-Proteasomen- oder Autophagie-

Lysosomen-System zu’®,

2.3.2. Chaperon-assistierte selektive Autophagie (CASA)

Anfangs ging man davon aus, dass Autophagie nicht-selektiv zur Degradation zytosolischer
Proteine fuhrt. Dice et al. konnten aber bereits 1982 unterschiedliche Abbaugeschwindigkeiten
fur verschiedene Proteine in vitro feststellen™. Weitere Arbeiten konnten letztlich ein KFERQ-
Motiv als Merkmal zur Erkennung von Autophagieklienten durch das Chaperon HSC70
identifizieren®8!, Aufgrund der zentralen Rolle des Hitzeschockproteins HSC70 wird dieser
Vorgang Chaperon-mediierte Autophagie genannt.

Durch Assoziation mit weiteren Proteinen, sogenannter Co-Chaperone, ist eine Selektion und
Modifikation der Substrate mdglich. Auch kénnen Co-Chaperone als Regulatoren von
Signalwegen auftreten®?. Bei der chaperon-assistierten-selektiven Autophagie (CASA) bildet
sich ein Komplex aus dem Chaperon HSC70, der E3-Ubiquitinligase carboxyl terminus of
HSC70-interacting protein (CHIP), sowie den Co-Chaperonen HSPB8 und BAG3%. In diesem
Komplex besteht eine Bindung von CHIP und dem C-Terminus von HSC70, wahrend BAG3
mit dem N-Terminus von HSC70 interagiert. HSPB8 assoziiert BAG3-abhangig mit HSC70.
CHIP und BAGS sind in der Lage das Ubiquitin-Adapterprotein p62 zu rekrutieren. Dieses
bindet weiterhin an das microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B (LC3), welches
sich auf der Oberflache von Membranorganellen findet, die Phagophoren genannt werden. Mit
der Umhillung des BAG3-Komplexes durch die Membran entsteht das Autophagosom. Das
Autophagosom kann durch Verschmelzung mit Lysosomen den BAG3-Komplex und
assoziierte Klienten hydrolytisch abbauen®*. Beispielhaft fir CASA-Klienten sind Filamin A, B
und C®, Filamine liegen als Dimere vor, die eng mit dem Aktinzytoskelett verbunden sind.
Filamin A fungiert als Mechanosensor: wirken mechanische Kréfte auf das Aktinzytoskelett

entwindet sich die sprungfederartige Struktur von Filamin®,
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Abbildung 3: Chaperon-assistierte selektive Autophagie am Beispiel des BAG3-Komplexes. A: BAG3
formiert mit HSP70 und HSPB8 sowie CHIP als Ubiquitinligase einen Komplex. B: SQSTM1 (p62)
fungiert als Adapterprotein zwischen Ubiquitin und LC3 rekrutiert BAG3-Komplexe mit deren Klienten
zu LC3-markierten Phagophoren. C: Nach Bildung des Autophagosoms verschmilzt dieses mit einem
Lysosom. D: Durch hydrolytische Enzyme erfolgt im Autolysosom die Degradation von BAGS3-
Komplexen und deren Klienten. Verwendet mit Genehmigung vongs,

2.4 BAG3 (Bcl-2-associated athanogene 3)

2.4.1. Struktur

BAG3 ist unter physiologischen Bedingungen im Cytoplasma lokalisiert. BAG3 hat ein
Molekulargewicht von 74kDa®’. Unter Stressbedingungen kann eine Variante mit hherem
Molekulargewicht beobachtet werden, mutmalflich durch posttranslationale Modifikation von
Serin- und Tyrosin-reichen Regionen®. AuBerdem kann eine etwa 40kDa schwere Isoform in
neuronalen Strukturen beobachtet werden®°.

Die Proteine der BAG-Familie verfligen Uber eine konservierte C-terminale BAG-Domane,
wohingegen der N-Terminus variabel ist®®. Diese BAG-Domane dient als Bindungsstelle fur
HSC70 sowie fir das namensgebende Protein B-cell lymphoma 2 (Bcl-2). Neben BAG3
konnen auch BAG1 und BAG2 mit HSC70 interagieren®. Proximal hiervon verfliigt BAG3 Uber
ein PxxP-Motiv, fur das Interaktionen mit Src-Kinasen, Dynein, sowie PLC-y beschrieben sind.
Weiter N-terminal finden sich zwei IPV-Domanen, die unter anderem das in der CASA
implizierte HSPB8 binden kdnnen. Zwischen diesen beiden Doméanen findet sich eine 14-3-3-
Proteinbindungsstelle. Noch weiter N-Terminal befindet sich eine Tryptophanhaltige (WW-)
Doméne, die mit der Tyrosinkinase LATS1/2, SYNPO2 und TSC1 interagieren kann®3,
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Abbildung 4: Struktur von BAG3 mit Darstellung diverser Domanen und Bindungspartnern. BAG3
enthélt 4 Exons. Exon 1 kodiert fiir die tryptophanhaltige Bindungsstelle die z.B. mit SYNPO2 und
LATS1/2 interagiert. Exon 2 und 3 enthalten Bindungsstellen fir HSPB8 zur Ausbildung des BAG3-
Komplexes. Exon 4 verfligt Gber eine PxxP-Domane die mit Src-Kinasen und Dynein interagieren
kann. Im Exon 4 findet sich auch die zwischen BAG-Proteinen konservierte BAG-Doméane an der die
Interaktion mit dem namensgebenden Bcl-2 aber auch HSP70 stattfindet. Verwendung mit
Genehmigung von®3,

2.4.2. Expression und Funktion von BAG3

BAG3 wird in verschiedenen neoplastischen Geweben und Organen und exprimiert:
Besonders sind Skelett- und Herzmuskeln zu nennen, dartber hinaus wird BAG3 in
neuronalem Gewebe (Kortex, Cerebellum, Retina, Riickenmark) und lymphatischem Gewebe
exprimiert. In geringerem Mal3e liegt BAG3 in Placenta, Mamma, Dickdarm, Leber und Haut
vor®%4  BAG3-Expression wird durch den Transkriptionsfaktor WT1 sowie Hitzeschock-
Transkriptionsfaktoren (HSF) reguliert®. AuRerdem ist BAG3 zur Autoregulation in der Lage,
indem es die Transkription seins eigenen Promotors im Sinne eines positiven feedback loop
induziert®s.

Durch die Interaktion mit Bcl-2 greift BAG3 in die Regulation von apoptotischen Vorgéngen
ein®’, wie bei der humanen chronisch lymphatischen Leukamie beobachtet werden konnte®.
In soliden Tumoren wie Mammakarzinomen® und Urothelkarzinomen® konnte eine BAG3-
abhangige Resistenz gegeniber oxidativem Stress und Chemotherapeutika gezeigt werden.
BAG3 werden Funktionen bei der Zellmigration zugeschrieben, ein BAG3-Knockdown® oder
anti-BAG3-Antikorper® konnten Tumorwachstum und Metastasierung reduzieren.

Ein Bag3-Knockout im Mausmodell fihrt zu einer zunédchst normalen Entwicklung, postnatal
entwickeln Bag3-Knockout-Mause jedoch eine letale Myopathie'®2. In physiologischem
Zustand ist BAG3 mit den Z-Scheiben der Sarkomere kolokalisiert!?®, Ein Verlust von BAG3
fuhrt zur Desintegration der Z-Scheiben mit Verlust der Sarkomerstrukturt®?,

Im Menschen ist eine BAG3-abhangige myofibrillare Myopathie durch die Mutation P209L
beschrieben, welche zum Phanotyp einer dilatativen Kardiomyopathie im Kindesalter

fuhrt1951% Betroffene Personen leiden auRerdem an einer axonalen Neuropathie.
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BAG3-P182L-Mutationen fihren zur Charcot-Marie-Tooth-Krankheit Typ 2. Heterozygote
Mutationen in HSPBS8 filhren ebenfalls zu einem Phéanotyp einer myofibrillaren Myopathie
sowie zur Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie Typ 2%/, Gemeinsam ist beiden BAG3-Mutanten
sowie der HSPB8 Mutanten, dass in den betroffenen Myozyten oder Neuronen
Proteinaggregate nachzuweisen sind. In Myozyten sind P209L-BAG3-Mutanten ebenfalls in
der Lage, Autophagieklienten zu Aggresomen zu binden. Die Um- bzw. Freisetzung der
Proteine ist jedoch, was die Bildung der toxischen Proteinaggregate bedingt.108-110,

Ahnlich den Myozyten sind Podozyten besonderem mechanischem Stress ausgesetzt. Mit
neuronalen Zellen teilen sich Podozyten die hochdifferenzierte polare Organisation, den
postmitotischen Status, sowie Ausbildung eines spezialisierten Zellkontaktes als Schnittstelle
zahlreicher Signalwege!!''!2, Dies wirft die Frage auf, ob CASA in Podozyten eine ebenso
zentrale Rolle spielt. Rinschen et al. konnten 2018 (Abbildung 5) zeigen, dass BAG3, HSP70
und HSPB8 in murinen Podozyten angereichert vorkommen!!3, Dies untermauert die
Hypothese, dass CASA und BAG3 bei der podozytaren Anpassung an mechanischen Stress

von Relevanz sein kdnnten.

‘Bag3

! Podocin

iBAQs (log10)

Rank

Abbildung 5: Proteom muriner Podozyten gegenliber glomerulédren, nicht podozytaren Zellen. A:
Volcano-Plot von podozytaren gegeniber nicht-podozytéren Zellen aus murinen Glomeruli. Neben
bekannten podozytéaren Proteinen wie Nephrin und Synaptopodin zeigten sich auch BAG3, HSPB8/A8
sowie SQSTM1 in Podozyten angereichert. B: iBAQ-Analyse (intensitats-basierte absolute Quantitét)
in murinen Podozyten. Podocin und Nephrin als podozytare Proteine aber auch Hsc70 (HSP70) zeigten
sich angereichert. Daten aus's.
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2.5 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Als Bestandteile des glomerularen Filters sind Podozyten in der Niere signifikantem
mechanischem Stress ausgesetzt. Sie verflgen mit der Schlitzmembran Uber einen sehr
ausgedehnten, mechanosensitiven Zell-Zellkontakt. Die Mechanismen, mit denen Podozyten
mechanischem Stress widerstehen, sind nicht ausreichend erforscht. Podozyten zeigen eine
vermehrte Expression von Komponenten der chaperon-assistierten selektiven Autophagie
(CASA). Hier erscheint das Protein Bag3 sehr prominent, das transkriptionell von WT1
reguliert wird, einem der wesentlichen Transkriptionsfaktoren in Podozyten. CASA bietet in
mechanisch beanspruchten Geweben einen Protektions- und Adaptationsmechanismus
gegen mechanischen Stress.

In dieser Arbeit soll daher die podozytare Antwort auf mechanischen Stress in Abhéngigkeit
von BAG3 untersucht werden. Dafur sollen zunachst eine BAG3-defiziente Podozyten Zelllinie
generiert und validiert werden. Anschlielend soll diese Zelllinie in einem in vitro Modell
mechanischem Stress ausgesetzt werden. Dabei sollen die Verdnderungen des Proteoms
untersucht werden, um Aufschliisse Uber den Bag3 abh&ngigen Proteinabbau zu erhalten.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1. Geréate

Bezeichnung Hersteller Katalognummer
Autoklav Systec V-150

Axiovert Mikroskop Zeiss 200M
Blockthermostat VWR 460-0350P
DynaMag2, Magnetstander Life Technologies | 12321D
Elektrophoresenetzteil Consort 2337447
Dunkelkammer mit integrierter Kamera | Peglab SL-3500 WL
Fusion Solo Chemiluminometer Peqglab 60-FU Solo
Geldokumentationssystem Bio-Rad XRS
ChemiDocTM

Gelelektrophoresekammer L Peglab 40-1214
Gelelektrophoresekammer S Peqglab 40-0708
Gelelektrophoresesystem Invitrogen 100601-1408
Hamilton Pipette 50pl Hamilton 705

Heraeus Megafuge Heraeus 4 KR

Inkubator Sanyo MCO-20AIC
Inkubator Binder BD115
Konfokalmikroskop Zeiss LSM 710
Laminar Flow Workbench Scanlaf Class 2 Mars B2
Zentrifuge VWR 521-2844
Mithras Mehrmodus-Plattenlesegerat Perkin Elmer 2300-0000
Multichannelpipette 30-300 pl VWR 613-0887
Nanodrop Spektrophotometer Peqglab 1000

Optima Max-XP Ultrazentrifuge Beckman-Coulter | CTZ13G02
Orbitrap Quadropole | Thermo Fisher Q Exactive EASY 1000
Massenspektrometer UPLC
Pipettierhelfer Integra 1550
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Pipetten Gilson P2/P10/P20/P100/P200/P10
00

Pneumatischer Stressbioreaktor FlexCell FX-6000
Semi-Dry Blottingsystem Peqglab Sedec M
Thermocycler Bio-Rad PTC-1148
Thermocycler Bio-Rad PTC-200
Thermocycler MJ S1000
Thermoschdttler Grant 444-0823
Tischzentrifuge Mini Star Silverline VWR 521-2844
Transfer Powerpac Hc Netzteil Bio-Rad 1645052
Uberkopfschiittler Elmi ELME10030
Ultraschallhomogenisator Sonoplus Bandelin HD2070
Vakuumpumpe Hettich Benelux HETTBE_290004B
Vakuumpumpe VWR 1810067DE
Vortexer VWR 444-1372
Wasserbad Memmert WNB22
Zentrifuge 5415R Eppendorf 2262140-8
Zentrifuge 5417R, temperierbar Eppendorf 2262180-7

Tabelle 1: Geréate

3.1.2. Verbrauchsmaterial
Material Hersteller Katalognummer
96-Well-Platte Greiner 655180
Adhasionsobjekttrager Geyer 7695019
BioFlex 6-Well-Platten FlexCell BF3001U
Biosphere Pipettenspitzen mit Filter 1000 pl, steril | Sarstedt 70762211
Blottingpapier Sartorius FT-2-251-580600G
Deckglaser, rund, 18mm Durchmesser, 1,5 mm | Menzel CBO00180RAC
Dicke
Eppendorfreagenzgefald 1,5 ml Sarstedt 224739
Falcon 15ml Greiner 227261
Falcon 50ml Greiner 188271
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Gelkamm, 10 Taschen
Gelkamm, 12 Taschen
Gelkassetten 1mm
Loading Station Grease
Nitrit Einmalhandschuhe, Grof3e L
Objekttrager
PAP-Pen
Parafilm
PCR-Deckelkette, 8er-Reihe
PCR-GefaR, 0,2ml, 8er-Reihe
PVDF-Membranen
Safe-Lock Reagenzgefal 1,5ml
Stripetten 10ml
Stripetten 25ml
Stripetten 50ml
Stripetten 5ml
TipOne Pipettenspitzen 10 pl, steril
TipOne Pipettenspitzen 10 pl, unsteril
TipOne Pipettenspitzen 1000 pl, steril
TipOne Pipettenspitzen 1000 pl, unsteril
TipOne Pipettenspitzen 200 ul, steril
TipOne Pipettenspitzen 200 ul, unsteril
Zellkulturplatten 12 well
Zellkulturplatten 6 well
Zellkulturschalen 10 cm
Zellschaber

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

3.1.3. Zelllinien

Bezeichnung

Gewebe

ThermoFisher
ThermoFisher
ThermoFisher
FlexCell
Abena
Engelbrecht
Plano

Brand
Sarstedt
Sarstedt
Millipore
Eppendorf
Corning
Corning
Corning
Corning
Starlab
Starlab
Starlab
Starlab
Starlab
Starlab
Corning
Corning
Corning

Corning

NC3010
NC3012
NC2010
LS-LUB
3926

K123

L4197
163-9170002
6598002
72985002
IPVHO0010
0030 123.328
4101

4251

4501

4051
S1110-3810
S1110-3700
S1111-1816
S1111-6700
S1111-6700
S1111-1700
3513

3516
430167
3008

Spezi  Herkunft

es

HEK293T

Embryonale Niere ‘ human ‘ Prof. Dr. B. Seed, Boston
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Humane Podozyten

BAG3"-Podozyten ( gRNA#1)
BAG3wt-Podozyten (QRNA#1)
BAG3"-Podozyten (QRNA#2)
BAG3wt-Podozyten (QRNA #2)

Tabelle 3: Zelllinien
3.1.4. Bakterien

Bezeichnung

Niere

Niere
Niere
Niere

Niere

Hersteller

human

human
human
human

human

Prof. Dr. M. Saleem,
Bristol

Fur diese Arbeit generiert
Fur diese Arbeit generiert
Fur diese Arbeit generiert

Fur diese Arbeit generiert

Katalognummer

DH10 B Phage-resistant E. Coli Thermo Fisher 12331013
Tabelle 4: Bakterien
3.1.5. Antikodrper
Spezifitat Klonalitat Wirt Dilution Hersteller Katalognumm
er

BAG3 (478- monoklonal | Maus 1:2.000 | St. Cruz sc-136467
575) Biotechnology
BAG3 (275- polyklonal Kaninchen | 1:10.000 | proteintech 10599-1-AP
575)
Flag (M2) monoklonal | Maus 1:10.000 | Sigma Aldrich F3165
GAPDH monoklonal | Kaninchen | 1:2.000 | Cell Signaling #2118
Kaninchen- polyklonal Esel Cy™3 Jackson 711-165-152
IgG (H+L) ImmunoResearc

h
Kaninchen- polyklonal Ziege 1:30.000 | Jackson 111-035-003
IgG HRP- ImmunoResearc
konjugiert h
(H+L)
Maus-1gG polyklonal Esel Cy™3 Jackson 715-165-150
(H+L) ImmunoResearc

h
Maus-1gG polyklonal Ziege 1:30.000 | Jackson 115-035-003
HRP- ImmunoResearc
konjugiert h
(H+L)
p62 polyklonal Kaninchen | 1:1.000 | Cell Signaling #5114
pan-Actin monoklonal | Rabbit 1:10.000 | Cell Signaling #8456
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pERK1/2 polyklonal | Kaninchen ’ 1:1.000 ‘ Cell Signaling #9101
Tabelle 5: Antikdrper und -seren.
3.1.6. Enzyme
Bezeichnung Hersteller Katalognumme
r
Bbsl 10.000 U/ml NEB R0539S
Exonuklease | 20U/ul Thermo Fisher ENO0581
Go Tag Flexi DNA Polymerase 5U/pl Promega M7808
LysC Endoprotease, MS-Gutegrad Thermo Fisher 90051
Shrimp alkaline phosphatase (SAP) Thermo Fisher 783901000UN
T4 DNA Ligase, 400 000 U/ml NEB M0202s
T4 Polynukleotidkinase NEB M0201
T7 DNA Ligase 3.000.000 U/ml NEB M0318
Trypsin, MS-Gltegrad Thermo Fisher 90057
Trypsin-EDTA 0,05 % Gibco 25300096
Tabelle 6: Enzyme
3.1.7. Wachstumsmedien und -zusatze
Bezeichnung Hersteller Katalognumme

r

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) | Gibco 31966-021
+ GlutaMAX
Ampicillin (Amp) Roth K029.2
RPMI-1640 Medium Sigma R8758
Lysogeny Broth (LB) Agar Roth X965.1
Lysogeny broth (LB) Medium Roth X964.1
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 10270-106
Insulin-Transferrin-Selenium (ITS) Corning 25-800-CR
Penicillin-Streptomycin Sigma P4333
Tabelle 7: Wachstumsmedien und -zusatze
3.1.8. Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz Hersteller
oligo fw (gRNA#1) CACCGTGAAGGCGCTGAGAA | IDT
CCGGC
oligo rev (QRNA#1) AAACGCCGGTTCTCAGCGCC | IDT
TTCAC
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oligo fw (gRNA#2) CACCGGTTCGGAATCGCTGC
ATCCC

oligo rev (gRNA#2) AAACGGGATGCAGCGATTCC
GAACC

BAG3 Exon2 fw CTCCATCCTCTGCCAATGGC

BAG3 Exon 2 revl CCTGGCCTCTCCTTACCTCA

BAG3 Exon 2 rev2 CTGCAGGCTAGACCCAGATG

Tabelle 8: Oligonukleotide

IDT

IDT

IDT

IDT
IDT

Soweit nicht anders angegeben, wurden Oligonukleotide in einer Konzentration von 100uM verwendet.

3.1.9. Plasmide
Bezeichnung Insert Tag Backbo  Herkunft
ne
3FI.GFP GFP 3xFlag pcDNA6 | Nephrolab
F.BAG3 BAG3 Flag pcDNAG6 | Nephrolab
pSpCas9(BB) hSpCas9 | 2A-GFP PX458 Addgene (Katalog-Nr.:
(PX458) 48138)
pSpCas9(gRNA#1) hSpCas9 | 2A-GFP PX458 kloniert
pSpCas9(gRNA#2) hSpCas9 | 2A-GFP PX458 kloniert
Tabelle 9: Plasmide
3.1.10. Kits und Reagenzien
Bezeichnung Herausgeber Katalognumme
r
Bichinchoninic Acid Protein Assay Kit (BCA- | Pierce 23227
Assay)
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing | Thermo Fisher | 4337455
Kit
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets | Roche 11836145001
(PIM) + EDTA
Dynabeads (magnetisch) Life Tech 14305D
Dynabeads Protein G 30 mg/mi Lifetech 10003d
ECL Femto Thermo Fisher | 34095
GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Fisher | KO691
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Fisher | KO702
GeneJET Plasmid MiniPrep Kit Thermo Fisher | KO503
Genejuice Transfection Reagent Sigma 70967
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GeneRuler 0,5kb DNA Ladder
GeneRuler 1kb DNA Ladder
Incuwater-Clean

Magnesium Chloride (MgCl;) Solution
NEB 3.1 Buffer 10x

NucleoBond® Xtra MidiPrep Kit

Pageruler Plus Prestained Protein Ladder
PCR Mycoplasma Test Kit I/C

Phalloidin (Alexa Fluor 647 Plus)

Prolong Diamond Antifade + DAPI

Q5® High GC Enhancer

Q5® Reaction Buffer Pack

REDTag® ReadyMixTM PCR Reaktionsmix
T4-Ligase-Puffer

Tango Buffer (10x)

Tabelle 10: Kits und Reagenzien

Applichem
NEB
NEB
Macherey-

Nagel

Promo-Kine

Invitrogen
NEB

NEB
Sigma
NEB

Thermo Fisher

Thermo Fisher

Thermo Fisher

Thermo Fisher

Thermo Fisher

SM0372
Sm0311
A5219,0100
B9021S
B7203s
740410.10

26620
PK-CA91-1096
A30107
P36971
B9028a
B9027s

R2523

B0202s

BY5

3.1.11. Chemikalien

Bezeichnung Herausgeber Katalognumme
r

Agarose Sigma A9539
Ammoniumpersulfat (APS) Applichem Al142
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma A9418-5009g
Bromphenolblau Roth A512
Collagen IV Flexcell BF-3001C-LV
Coumarinsaure Sigma C9008
Desoxyribonukleosidtriphosphat Thermo Fisher R0182
(dNTP) 100 mM
Dimethylsulfoxid (DMSO) Applichem A3672,0100
Dinatriumhydrogenphosphat Sigma S9390
(NazHPO,)
Dithiothreitol (DTT) Thermo Fisher R0862
Essigsaure Sigma P36971
Ethanol 299.9 % Roth 9065
Ethylendiamintetraessigsaure Sigma 60-00-4
(EDTA) pH 8.5
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Fibronectin

Formaldehyd 37 %

Glycerol

H,O, 30%

Hefeextrakt

HEPES 1M

IGEPAL

lodoacetamid (IAA)
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.)
Kalziumchlorid (CaCly)
Luminol 250 mM
Magnesiumchlorid (MgcCly)
Magnesiumsulfat (MgSQ.)
Methanol 299.9 %
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin
(TEMED)

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumorthovanadat (NasVOas)
Natriumpyruvat

Normal Donkey Serum (NDS)

Paraformaldehyd (PFA)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyacrylamid

Tris (Base)

Tris-HCI

Triton X 100

Trypton

Tween-20

Xylol 298%

Flexcell
Geyer
Chemsolute
Roth
Becton Dickinson
Sigma
Sigma
Bio-Rad
Roth

Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck

Roth

Roth

Roth

Merck

Roth

Sigma

Sigma
Applichem

Roth

Sigma

Sigma

Jackson
Immunoresearch
Sigma
Applichem

Roth

Sigma

Roth

Applichem

MP Biomedical
Caesar u. Lorentz

Geyer

BF-3001P
4979.1
2039.1000
8070.2
212750
HO0887
18896
1632109
5752.3
P5405
P5655
10035048
09253
1058330250
P0O27
4627
2367.3

6268

K305.1
S5886
D6750
A2263,0500
T135

S6508
S8636
017-000-121

P6148
A0999
T802.1
T1503
9090.3
A4975,1000
1010817
3472

0371
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Zitronensaure
Tabelle 11: Chemikalien

3.1.12.  Puffer und Losungen

Bezeichnung

Roth 1818.1

Inhaltsstoffe

1x Laemmli-Puffer

2x HBS

2x Laemmli-Puffer

5x Laemmli-Puffer

CRISPR-Lysepuffer

ECL-LOsung A

50 mM Tris

10% (v/v) Glycerol

2% (w/v) SDS

0,05% Bromphenolblau
50 mM DTT

50 mM HEPES

280 mM NacCl

10 mM KCI

5 mM NazHPO;, - 7 H,0
12 mM Dextrose

in aqua dest.,

ad pH 7,09-7,10

100 mM Tris

20% (v/v) Glycerol

4% (w/v) SDS

0,05% Bromphenolblau
100 mM DTT

250 mM Tris

50% (v/v) Glycerol

10% (w/v) SDS

0,05% Bromphenolblau
100 mM DTT

0,45% (v/v) Tween-20

0,45% Triton X 100

2.5 mM MgCl

50 mM KCI

10 mM Tris-HCL pH 8.3
100 pg/ml Proteinase K

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

0,4 mM p-Cumarsaure
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ECL-L6sung B

FACS-Puffer

Farbungs-Puffer

IF-Blocking-Puffer

IF-Waschpuffer

Laufpuffer

LB-Amp-Agarplatten

LB-Amp-Medium

Medium humane Podozyten

PBS

PBS-Tween
Protein-Waschpuffer

RIPA Minus Puffer

100 mM Tris, pH 8,5

1,5% (v/iv) H20:

0.5% (m/v) BSA

0.05% (m/v) NaNs in sterilem PBS
0,1% (v/v) Triton X 100 In 1x PBS
5% (v/v) NDS

0,1% (v/v) Triton X100

in 1x PBS

1 mM CacCl,

0,5 mM MgCl;

in 1x PBS

192 mM (v/v) Glycin

0,1% (w/v) SDS

25 mM Tris-Base

32 g/l LB-Medium

0,1 g/l Ampicillin

20 g/l LB-Medium

0,1 g/l Ampicillin
RPMI-1640 Medium

10% (v/v) FBS

5% (v/v) ITS

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM NaxHPO, - 7H.0

2 mM KH2PO4

0,1% (v/v) Tween-20 In 1x PBS
300 mM NacCl

30 mM Tris

0,3% (v/v) Tween-20

pH 7,5

25 mM Tris Ad pH 8

2 mM EDTA

0,5% (v/v) Na-Deoxycholat
150 mM NacCl

1% (v/v) IGEPAL

10% (v/v) Glycerol

2 mM NazVOq4
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SDS-PAGE Sammelgel

SDS-PAGE Trenngel

SOC-Medium

TAE-Puffer

Transferpuffer

Tris-Acetate-EDTA

Tris-EDTA-Puffer

Zellkulturmedium HEK293T

Zellkulturmedium humane Podozyten

44 mg/ml PMSF

1 Tablette/50ml| Puffer PIM + EDTA

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

10% (v/v) Polyacrylamid
0,1% (w/v) APS

0,2% (w/v) SDS

0,15% (v/v) TEMED
750 mM Tris

pH 8,8

2 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
10 mM NacCl

2.5 mM KCI

10 mM MgCl; - 6H20
10 mM Essigsaure
0,0005% Ethidiumbromid
1 mM EDTA

22 mM Tris

188 mM Glycin

15,2% (v/v) Methanol
0,1% (w/v) SDS

25 mM Tris Base

40 mM Tris-Base

20 mM Essigsaure

1 mM EDTA pH 8,5

10 mM Tris-Base

1 mMEDTA

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

DMEM mit L-Glutamin
10% FBS (v/v)

RPMI + GlutaMAX
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10% (v/v) FBS
5% (v/v) ITS

Tabelle 12: Puffer und Losungen

3.1.13.  Software und webbasierte Werkzeuge

Bezeichnung Herausgeber

FusionCapt Advance Vilber

MaxQuant MPG

Office 2018 fur Windows Microsoft

Perseus 1.6.7.0. MPG

Biorender BioRender

Zen Software 2009 Zeiss

FlexSoft FlexCell

Inkscape InkScape-Entwicklerteam

Gnu Image Manipulation Program GIMP-Entwicklerteam

Fiji 2.5.0 GPL

RStudio 2022-07-20 (R Version 4.2.0) Posit (GNU-GPL License for R)
Tabelle 13: Software

Domain Herausgeber

https://benchling.com Benchling, Inc.

https://wge.stemcell.sanger.ac.uk/ Sanger Institute

http://msr.cs.nthu.edu.tw/ Chang, C1®

https://indelphi.giffordlab.mit.edu Shen, MW!16

Tabelle 14: Webbasierte Werkzeuge:

3.2 Methoden

3.2.1. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der Vervielfaltigung
von DNA in vitro. Durch die Wahl zweier spezifischer Oligonukleotide kann eine spezifische
DNA-Sequenz (Amplicon) gewahlt werden, die durch zyklische Denaturierung, Hybridisierung
und Elongation exponentiell vermehrt wird!'"118, Diese Schritte werden automatisiert in einem
Thermocycler durchgefiihrt. Die jeweils optimale Temperatur ist von gewahlter Polymerase

und Primersequenz abhangig.

Reagenz Menge (Konzentration)
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RedTaq ReadyMix 10 pl

Primer (vorwarts) 1 pl (0,5 uM)
Primer (rickwarts) 1 pl (0,5 uM)
Template DNA 10-100 ng
ddH»0O ad 20 ul

Tabelle 15: : RedTag-Polymerasekettenreaktion

Reagenz Menge (Konzentration)
5x Q5 Reaction Buffer 4 ul
Primer (vorwarts) 1 pl (0,5 uM)
Primer (rickwarts) 1 pl (0,5 uM)
10mM dNTPs 0,4 pl (200 uM)
Q5 HotStart High Fidelity DNA Polymerase 1l
Template DNA 10-100 ng
ddH»0 ad 20 ul
optional: 5X High GC Enhancer 1x

Tabelle 16: Q5-Polymerasekettenreaktion
Temperatur Schritt Dauer
98 °C Denaturierung initial 30s
98 °C Denaturierung 10s
50-72 °C Annealing 25-35 Zyklen 30s
72 °C Elongation 30s/kb
72 °C Elongation final 120 s
20 °C

Tabelle 17: PCR-Protokoll Thermocycler

3.2.2. Agarosegelelektrophorese

PCR-Produkte oder

Agarosegelelektrophorese mit einem farbigen Ladepuffer versetzt und neben einem 1 kb-

Produkte des Restriktionsverdaus ~ wurden  fur  die
Basenpaarmarker auf in die Taschen eine Agarosegels pipettiert. Je nach erwarteter Grol3e
der DNA-Fragmente wurde ein- bis zweiprozentiges Agarosegel verwendet. Per
Elektrophorese mit 80 V fir 30-60 min wurden DNA-Proben nach ihrer Grol3e aufgetrennt.
Dem Agarosegel wurde Ethidiumbromid zugesetzt, sodass eine Analyse unter UV-

Beleuchtung erfolgen konnte.
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3.2.3. Restriktionsverdau

Beim Restriktionsverdau werden Restriktionsendonukleasen verwendet, um an spezifischen
Stellen mittels Hydrolyse der Phosphodiesterbindung DNA zu schneiden. Erkennungsstellen
sind meist palindromische Sequenzen. In dieser Arbeit wurden Restriktionsenzyme verwendet,
die einen Uberhang an der Schnittstelle erzeugen (,sticky ends“). Der Ansatz fiir den

Restriktionsverdau wurde auf Eis pipettiert und fur 1-4 h bei 37 °C inkubiert.

Reagenz Menge (Konzentration)
Template DNA 200 ng — 1 pg
Restriktionsenzym 1 pl (pro Enzym 0,5 pl)
NEB 3.1 Buffer 10x 3 ul (1x)

ddH:20 ad 30 pl

Tabelle 18: Restriktionsverdau

3.2.4. Ligation

Die Ligation dient der Verknupfung von doppelstrangigen DNA- Fragmenten!®, Bei
Klonierungen kann so zum Beispiel eine gewiinschte Sequenz in einen Vektor eingeflgt
werden. Voraussetzung ist eine vorherige Linearisierung der DNA. Ein basenkomplementéarer
Uberhang an den Enden von Vector und Insert steigert die Effizienz der enzymkatalysierten
Ligation. Zur Ligation wurden Vector und Insert mit T4-Ligase fur 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert und im Anschluss fur 10 Minuten auf 70 °C erhitzt. Als Kontrolle dient ein

Ligationsansatz ohne Insert-DNA.

Reagenz Menge

DNA (Vector) 2 pl

DNA (Insert) 2-8 pl (0 pl fur Negativkontrolle)
T4 DNA Ligase 0,8 pl

T4 DNA Ligase Buffer 4,2 pl

ddH:20 ad 20 pl

Tabelle 19: Ligation

3.25. Transformation

Der Transfer von DNA in prokaryotische Zellen, meist mit dem Ziel der Amplifikation, wird als
Transformation bezeichnet. Die Kompetenz der prokaryotischen Zellen zur Aufnahme von

DNA kann z.B. durch chemische oder thermische Reize verbessert werden.
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Escherichia coli (DH10) wurden mit Plasmid-DNA oder einem Ligationsansatz versetzt und fur
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Erhitzung auf 42 °C fir 45 s im Wasserbad.
Anschlieend wurden die Bakterien mit SOC-Nahrmedium versetzt und bei 37 °C fir 1 h auf
einem Thermoschiittler inkubiert. Die Suspension wurde im Anschluss auf Ampicillin-haltigen
LB-Agarplatten ausgestrichen. Die transformierte DNA verwendete samtlich ein Ampicillin-
Resistenzgen (ampR) zur Selektion. Die beimpften Agarplatten inkubierten Uber Nacht bei 37
°C in einem dezidierten Brutschrank. Am Folgetag wurde das Koloniewachstum inspiziert, finf
Kolonien mit einer Impfése geerntet und diese dann erneut Uber Nacht in SOC-Nahrmedium
bei 37% in einem Brutschrank auf einem Schittler inkubiert. Abhangig von der zu isolierenden
DNA-Menge wurden kommerziell erhéltliche Kits flr eine Miniprep oder Midiprep nach den
Angaben des Herstellers verwendet. Die isolierte Plasmid-DNA wurde zun&chst durch einen
Restriktionsverdau, vor Verwendung in Experimenten auch durch eine Sequenzierung

Uberpruft.

3.2.6. Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde das Sanger-Verfahren verwendet. Hierbei lauft eine PCR in
Anwesenheit von Didesoxyribonukleotiden (ddNTP) ab, deren Einbau in den DNA-Strang
einen Kettenabbruch zur Folge hat. Wahrend bei Entwicklung des Verfahrens
nukleotidspezifische Reaktionsansatze pipettiert und mittels Agarosegelelektrophorese
analysiert werden mussten, wird die Sangersequenzierung mittlerweile mit automatisierten
Verfahren und fluoreszenzmarkierten ddNTP durchgeftihrt.

Der nachfolgende Reaktionsansatz wurde vorbereitet und im Thermocycler inkubiert. Die

Analyse des PCR-Produktes erfolgte im Cologne Center for Genomics (CCG).

Reagenz Menge (Konzentration)
BigDye Terminator v3.1 0,25 pl

Primer (10 uM) 0,25 pl

Template DNA 150 — 200 ng

5x BigDye Sequencing Buffer 2,25

ddH:20 ad 10 pl

Tabelle 20: Sequenzierung

3.2.7. Transfektion mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation

Transfektion beschreibt die Introduktion von DNA oder RNA in eukaryotische Zellen. In dieser

Arbeit wurden chemische Transfektionsverfahren verwendet. Zur Transfektion von HEK293T
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wurde die Calcium-Phosphat-Préazipitation angewandt!?°. Die Transfektion erfolgte bei 60%
Konfluenz und nach Wechsel auf serumfreies Medium. Zundchst wurde in einem
Reaktionsgefald Plasmid-DNA mit Calciumchlorid vermischt und unter kontinuierlichem
Vortexen langsam 2xHBS im 1:1 Verhdltnis zugesetzt. Der Ansatz wurde dann auf die Zellen
gegeben und diese fur 6 h im Inkubator belassen. Anschliel3end erfolgte ein Mediumwechsel,
um die Transfektion zu stoppen. Am Folgetag wurde die Transfektionseffizienz

lichtmikroskopisch anhand einer eGFP-transfizierten Positivkontrolle evaluiert.

3.2.8. Transfektion mittels GeneJuice e

Zur  Transfektion der humanen Podozyten-Zellinien wurde das proprietéare
Transfektionsreagenz GeneGuice verwendet, das mit durch Komplexbildung mit einem Protein
und kationischen Polyaminen eine Aufnahme von DNA in eukaryotische Zellen ermdglicht.

Zellen wurden am Vortag in 6-Well-Zellkulturschalen mit 100.000/Well ausgesét. Das
Transfektionsreagenz wurde mit serumfreiem Medium vermischt, gevortext und fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde die DNA hinzugegeben, der Ansatz durch
vorsichtiges Pipettieren durchmischt und erneut fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Transfektionsansatz wurde dann trépfchenweise in die Zellkulturgefale gegeben und durch
sanftes Schwenken verteilt. Am Folgetag wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop

analysiert.

3.2.9. Verwendete Zelllinien

Zur Durchfiuhrung der Experimente wurde einerseits die HEK293T-Zelllinie verwendet
(humane embryonale Nierenzelllinie). Diese Zelllinie ist durch adenovirale Transduktion eines
SV40 large T antigen immortalisiert. Die Kultur erfolgte in einem feuchten Brutschrank bei 37
°C und 5% CO2-Atmosphare. Als Zellkulturmedium wurde DMEM mit 10% FBS verwendet.
Andererseits wurden humane konditional immortalisierte Podozyten verwendet. Initial wurde
die podozytare Zelllinie durch retrovirale Einbringung einer temperatursensitiven SV40 large T
antigen-Variante von Moin A. Saleem generiert. Die Zelllinie erlaubt die Kultivierung bei einer
permissiven Temperatur von 33 °C (5% CO2). Zur Differenzierung erfolgte die Kultivierung bei
der nichtpermissiven Temperatur von 37 °C fur 14 Tage (5% CO2). Das Zellkulturmedium
bestand aus RPMI mit 10% FBS sowie 1% ITS.
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3.2.10. Arbeit in der Zellkultur

Die Arbeit in Zellkultur erfolgte unter sterilen Bedingungen an einer Zellkultur-Werkbank mit
sterilem Abzug (laminar flow workbench, HEPA-Filter). Verbrauchsmaterialien und
Arbeitsflachen wurden mit 70% Ethanol desinfiziert. Losungen wurden vor Gebrauch steril
filtriert oder autoklaviert. Die Kultur erfolgte in 10 cm-Zellkulturschalen, flr Experimente
wurden Zellen neben 10 cm-Schalen auch in 6-, 12, oder 96-Well-Platten ausgebracht.

Wahrend der Kultivierung wurde das Zellkulturmedium dreimal wochentlich nach Absaugen
des alten Mediums und Waschen mit 1XPBS gewechselt. Subkultivierung erfolgte ab einer
Konfluenz von 80% bis90%. Nach Absaugen des Mediums und einem Waschvorgang mit
angewarmtem 1x PBS (25-30 °C) wurde Trypsin auf die Zellen gegeben und die
Zellkulturschalen bei Kulturtemperatur inkubiert. Nach Verlust der Adh&renz wurde die
Trypsinisierung mit FBS-haltigem Kulturmedium unterbrochen und die Zellsuspension
gleichm&Rig auf zwei (humane immortalisierte Podozyten, Moin) oder sechs (HEK293T)
Zellkulturschalen verteilt. Zellen zur Verwendung in Experimenten wurden nach Z&ahlung in

einer Neubauer-Zahlkammer auch in 6/12/96-Well-Zellkulturplatten ausgesat.

3.2.11.  Applikation von mechanischem Stress in vitro

Die Applikation von mechanischem Stress in vitro erfolgte mithilfe des proprietaren FlexCell-
Systems, basierend auf digital gesteuerter pneumatischer Verformung von flexiblen
ZellkulturgefaBen. Diese ZellkulturgefaRe wurden vor Ausséen der Zellen unter sterilen
Bedingungen mit Kollagen | sowie Fibronectin beschichtet. Die Kultur erfolgte in einem
dedizierten Inkubator unter den oben genannten Bedingungen. Der Inkubator wurde mit einem
pneumatischen System und entsprechender Sensorik an eine Vakuumpumpe angeschlossen.

Die Ansteuerung der Vakuumpumpe erfolgte Uber das Programm FlexSoft.

3.2.12. Ernten der Zellen

Nach Absaugen des Zellkulturmediums wurde eiskaltes 1x PBS in die ZellkulturgefalRe
gegeben. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. AnschlieRend wurden die Zellen mit
einem Schaber abgel6st und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal beziehungsweise ein 15
ml Falcon Gberfiihrt. Durch Zentrifugation mit 800 rpm fiir 5 min bei 4 °C wurde der Uberstand
vom Zellpellet getrennt. Nach Absaugen des Uberstandes erfolgte die weitere Behandlung des
Zellpellets entsprechend der angewandten Methode. Zur spéateren Verwendung wurden

Zellpellets in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C aufbewahrt.
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3.2.13.  Auswahl der gRNA fur CRISPR/Cas9

Mithilfe des Wellcome Genome Editing-Webtools wurden CRISPR-Sequenzen im
gewilnschten Abschnitt berechnet. Das Ergebnis wurde fir die 25% CRISPR-Kandidaten mit
den geringsten pradizierten off-target-Effekten gefiltert. Uber das inDelphi-Webtool wurde die
Kandidaten mit gunstigen indel-Gré3en identifiziert. Die verbliebenen CRISPR-Kandidaten
wurden in Benchling erneut hinsichtlich der pradizierten on/off-target-Effekte verglichen und

zwei nicht Uberlappende CRISPR-Kandidaten zur weiteren Verwendung ausgewabhit.

3.2.14.  Klonierung der Plasmide fur CRISPR/Cas9

Oligonukleotide, die die gewiinschte gRNA-Sequenz enthielten, wurden von einem
kommerziellen Anbieter (IDT) bezogen. Zur Generierung eines gRNA-Doppelstrangs wurde
der Versuchsansatz mit 5-3‘-Oligonukleotid sowie 3'-5#-Oligonukleotid zunachst bei 37 °C fur
30 min phosphoryliert und dann bei 95 °C flir 5 min denaturiert. Durch eine Temperaturrampe
von -5 °C/min bis auf 25 °C wurde die Hybridisierung erreicht. Der Oligonukleotid-Doppelstrang
wurde mittels Restriktionsverdau mit Bbsl und Ligation mit T7-Ligase in einen pSpCas9(BB)-
2A-GFP-Backbone integriert. Das Plasmid (Tabelle 9) wurde uns freundlicherweise durch
Feng Zhang zur Verfligung gestellt. Als Negativkontrolle diente ein Versuchsansatz ohne
SgRNA-Insert.

Das Ligaseprodukt wurde wie oben beschrieben in DH10-Bakterien transformiert, durch
Miniprep aufgereinigt und die Region des gRNA-Inserts mittels Sangersequencing Uberpruft.
Zur Generierung stabiler Zelllinien wurden humane immortalisierte Podozyten wurden in 10
cm-Schalen kultiviert und bei einer Konfluenz von 60% mit den generierten Plasmiden

transfiziert.

Reagenz Menge
gRNA-Oligonukleotid (vorwarts) 1u
gRNA-Oligonukleotid (rickwarts) 1u

T4 PNK 1l

T4 Ligase Buffer 10x 1l
ddH20 ad 10 pl

Tabelle 21: Annealing der gRNA-Oligonukleotide

Reagenz Menge
Oligonukleotid-Doppelstrang 2ul
Plasmid pSpCas9(BB) 100 ng
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Bbsl 1l
DTT 10mM 1u
ATP 10mM 1u

T7 Ligase 0,5 ul
T4 Ligase Buffer 10x 2ul
Tango Buffer 10x 2ul
ddH>0O ad 20 ul

Tabelle 22: Klonierung der Cas9-Plasmide

3.2.15. Fluorescence activated cell sorting (FACS) und Screening der

Zellklone

Nach lichtmikroskopischer Uberprifung der Transfektionseffizienz wurden die Zellen wie
beschrieben geerntet und mit PBS in ein Falcongefal3 tberfihrt. Nach Zentrifugation fur 5 min
bei 800 rpm bei 4 °C wurde das Zellpellet in FACS-Puffer resuspendiert. Durch die 2A-eGFP-
Region der verwendeten Plasmide ermdglicht, wurde eine Sortierung der transfizierten Zellen
mittel fluorescence-activated cell sorting (FACS) vorgenommen. GFP-positive Zellen wurden
mit einer Zelle pro Well in 96-well-Platten Gberfuhrt. Uber die nachsten Wochen wurden die
96-Well-Platten regelmafRig auf Wachstum von Zellklonen inspiziert. Einzelne kontaminierte
Wells wurden mit Penicillin/Streptomycin-haltigem Zellkulturmedium befiillt, um weitere
Kontaminationen zu vermeiden. Bei Konfluenz wurden die Zellen in 96-Well-Platten parallel in
einer Erhaltungs- und Analyseplatte subkultiviert.

Zur Analyse wurden die Zellen nach Absaugen des Mediums mit 1x PBS gewaschen und mit
30 pl CRISPR-Lysepuffer fir 5 min bei Raumtemperatur auf einer Schiittelplatte inkubiert.
Danach wurde das Lysat in ein PCR-Reaktionsgefafd tberfuhrt und fir 60 min bei 56 °C
bebritet. Zum Screening erfolgte eine PCR mit die pradizierte CRISPR/Cas9-Schnittstelle
flankierenden Primern. AnschlieRend wurde aus einem Aliquot des PCR-Produktes nach Exo-
SAP-Aufreinigung eine  Sangersequenzierung durchgefiihrt.  Die  Analyse der

Chromatogramme erfolgte mit Benchling sowie einem Mischsequenz-Lesealgorithmus!?®.

Reagenz Menge (Konzentration)
Template DNA (PCR Produkt) 8 ul

Exo-I 0,075 ul

Shrimp alkaline phosphatase (SAP) 0,3 ul

ddH:20 ad 10 pl

Tabelle 23: Exol-SAP Aufreinigung
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3.2.16. Co-Immunpréazipitation

Zur Immunprazipitation wird ein spezifischer Antikérper auf einem festen Substrat, in diesem
Fall Protein G Beads, fixiert. Die Proteine mit dem entsprechenden Epitop aus der Probe
werden von dem spezifischen Antikdrper gebunden. Neben dem Zielprotein préazipitieren an
das Zielprotein gebundene weitere Proteine und RNA an den Beads. Die Detektion der
Proteine und Interaktoren erfolgt im Immunoblot!?L.

Die Arbeitsschritte bei der Immunprazipitation wurden auf Eis durchgefihrt. Zellpellets wurden
mit 1x modifiziertem RIPA-Puffer resuspendiert und fur 15 min inkubiert. Danach wurden die
Proben fir 9 s mit einer Amplitude von 25% sonifiziert. Im Anschluss wurde das Lysat fur 15
min bei 14.000 rpm ultrazentrifugiert. Nach Asservierung einer Probe von 30-50 pl des Lysats
als Kontrolle wurden 800-900 pul zur weiteren Aufarbeitung verwendet.

Zur Reduzierung unspezifischer Bindungen wurden die Proben zunachst mit 30 pl Protein G
Beads ohne Primarantikérper fiir 60 min auf dem Uberkopfschuttler inkubiert und die Protein
G Beads nach Zentrifugation mit 14.000 rpm fur 3 min verworfen. Dann wurde der spezifische
Antikorper (aBAG3) zugesetzt und fir weitere 60 min auf dem Uberkopfschuttler inkubiert.
AnschlieRend wurden drei Waschgange, jeweils mit Zentrifugation bei 2000 rpm fir 3 min und
Absaugen des Uberstandes sowie Resuspension der Beads im IP-Buffer, durchgefiihrt. Nach
dem letzten Waschgang wurde der Uberstand entfernt und das Bead-Pellet fiir weitere

Experimente verwendet.

3.2.17. SDS-PAGE Western Blot (Immunoblot)

Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese wird zunachst die Eigenladung
von Proteinen einer Probe durch Beladung mit dem anionischen SDS berdeckt und
Disulfidbriicken durch Reduktion mit Dithiotretiol reduziert, sodass nach Anlegen einer
Spannung Uber die Matrix eines Acrylamidgels die Trennung der Proteine nach ihrer Grof3e
erreichen lasst. AnschlieBend erfolgt der Transfer auf eine Tragermembran, auf der mit
spezifischen Antikdrpern eine Peptidsequenz nachgewiesen werden kann.

Zellpellets oder Protein-Bead-Komplexe wurden mit 1x Laemmli-Puffer mit 100 mM DTT
resuspendiert. Zelllysate wurden im 1:1 Verhaltnis mit 2x Laemmli-Puffer versetzt. Die Proben
wurden dann fur funf Minuten bei 95 °C gekocht. Die Proben wurden gemeinsam mit dem
GroRenstandard auf 10% Polyacrylamidgele geladen. Die Elektrophorese erfolgte zunachst
mit 70 V fur 30 min, dann bei 25 mA fir 90-120 min.
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3.2.18. Western Blot / Immunoblot

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine durch Semi-Dry-Blotting vom Gel auf die
Tragermembran transferiert. Gele wurden 10 min im Transferpuffer &aquilibriert, die
Tragermembran in Methanol aktiviert. Gel und Transfermembran wurden zwischen
transferpuffergetranktem Blotpapier in die Transferkammer eingelegt. Das Blotting erfolgte bei
12 V fur 60 min. Die Tragermembran wurde fur 1 h bei Raumtemperatur in 5% BSA geblockt
und anschlieBend dreimal fir 5 min mit Protein-Waschpuffer behandelt. Die Inkubation mit
Primarantikorper erfolgte tber Nacht bei 4 °C. Am Folgetag folgten erneut drei Waschschritte.
Die Inkubation mit HRP-konjugierten Sekundarantikdrpern erfolgte danach fur 1 h bei
Raumtemperatur. Nach erneutem dreimaligem Waschen der Membran erfolgte Entwicklung
mit ECL-LOsung in der Dunkelkammer.

3.2.19. Immunfluoreszenz-Farbung

Bei der Immunfluoreszenzfarbung (IF) wird die Bindung von Fluorophor-gekoppelten
Sekundarantikorpern an spezifische Primarantikdrper genutzt, um die raumliche Verteilung
von einem oder mehreren Epitopen in Zellkultur oder im Gewebe zu ermdéglichen.

Zellen wurden auf Deckglasern in 6- bzw. 12-Well-Platten ausgesat. Bei Erreichen von 60-
80% Konfluenz wurde nach Absaugen des Zellkulturmediums und einmaligem Waschen mit
1x PBS fir 15 min mit 4% PFA fixiert. AnschlielBend wurde noch dreimal mit 1XPBS gewaschen
und das Deckglas aus dem Zellkulturgefafld entnommen.

Danach wurde fir 30 min mit IF-Blocking-Puffer in einer feuchten Kammer geblockt. Nach
dreimaligem Waschen wurde fir 2 h bei Raumtemperatur oder bei 4 °C tber Nacht mit
Primarantikorper inkubiert. Im Falle von Co-Stainings erfolgte die Inkubation simultan. Nach
dreimaligem Waschen wurde dann fir 2 h bei Raumtemperatur mit dem Fluorophor-
gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die
Zellen mit DAPI-haltigem Eindeckmedium auf Objekttrager gebracht. Die Analyse erfolgte

mittels AxioVert A.1 Fluoreszenzmikroskop.

3.2.20. Massenspektrometrie

3.2.21. Probenvorbereitung fur LC-MS/MS

Proteomanalysen durch LC-MS/MS sind auf eine moglichst vollstindige Extraktion der
Proteine aus dem Probenmaterial angewiesen, gleichzeitig gilt es Interaktoren wie Salze,
Detergenzien oder Chromatin aus dem Probenmaterial zu entfernen. MS-Proben wurde nach

dem single-pot, solid-phase-enhanced sample preparation-Protokoll (SP3)'?? behandelt:
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Das Pellet wurde mit 300-500 pl 8 M Urea-Puffer in 50 mM Ammonium-Bikarbonat mit Halts*
phosphatase protease inhibitor resuspendiert und gevortext. AnschlieBend erfolgte eine
Sonifikation (1 Hz, 1 min, 10% Amplitude, 10% Zyklus). Anschliel3end wurde fiir 45 min bei 4
°C und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde ein Aliquot zur
Proteinbestimmung via BCA-Assay abgenommen. Hierauf basierend wurden 20ug Protein je
Probe eingesetzt. Weiter erfolgte zur Reduktion der Proteine die Zugabe von 10 mM DTT.
Danach wurde durch Zugabe von 50 mM IAA die Probe im Dunkeln alkyliert.

Es erfolgte die Zugabe von magnetischen Beads im Masseverhaltnis 10:1 zum Proteingehalt
der Probe. Nach Zugabe von 80% Ethanol im Volumenverhaltnis 1:1 wurde die Probe fiir 5
min bei Raumtemperatur auf einem Thermomixer inkubiert. Die Reaktionsgefal3e wurden auf
einen Magnetstander gestellt und zugewartet, bis die magnetischen Beads sich der Wand des
Reaktionsgefalles anlegten. Die magnetischen Beads wurden mit 180 pl 80% Ethanol
aufgefillt und resuspendiert. Der Arbeitsschritt wurde dann zweimal wiederholt.

Zum Peptidverdau wurde 100 pl MS-Digestionslésung Trypsin + LysC hinzugeflgt. Zur
Verteilung der magnetischen Beads und Benetzung mit der MS-Digestionslosung wurde fir
10 min bei 1000 rpm im Thermomixer bei 37 °C inkubiert. Nach Rekonstitution der Losung
folgte eine Inkubation fur maximal 18 h. Die Probe wurde dann fir 2 min bei 14.000rpm
zentrifugiert und der Uberstand zur Analyse in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt.
Durchfiihrung der Massenspektrometrie erfolgte in der Proteomics Core Facility des CECAD-
Forschungsclusters mit einem Q Exactive Plus Orbitrap Quadrupole Massenspektrometer.
Soweit nicht anders beschrieben wurden die Analysen als sogenannter shotgun Ansatz
durchgeflihrt, bei dem eine simultane Analyse mehrerer tausend Proteine gleichzeitig erfolgen
kann. Die Proben replizierter Experimente wurden in einem Durchlauf verarbeitet und der MS
zugefihrt und Signifikanzunterschiede durch batch-Effekte zu vermeiden. Zur Analyse wurden
die LFQ-Werte verwendet. Es wurden jeweils finf Replikate pro Bedingung gemessen. Das
Parallel reaction monitoring (PRM) erfolgte ohne Replikation. Proteine die anhand einer
umgekehrten (reverse) Peptidsequenz identifiziert wurden, potentielle Kontaminanten sowie
Proteine die nur anhand eines modifizierten Peptids erkannt wurden sowie Peptide die nur in
einer einzelnen Probe gemessen wurden, wurden von der Datenanalyse ausgeschlossen.
Linearisierung erfolgte durch Logarithmierung (log2), Normalisierung von Replikation erfolgte
durch Mediansubtraktion. Soweit nicht anders benannt, wurde eine false discovery rate (FDR)

= 0,05 und SO = 0,1 flr die statistische Analyse verwendet.

3.2.22. Statistik

Dargestellte Signifikanzniveaus wurden mit * (p<0,05), **(p<0,01) bzw. ns. (nicht signifikant)

fur Experimente mit drei unabh&ngigen Replikaten gekennzeichnet. Zur Analyse wurde R-
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Studio verwendet mit Ausnahme der LC-MS/MS-Datensétze. Diese wurde mit MaxQuant bzw.

Perseus analysiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Generierung von BAG3-defizienten Podozyten mittels CRISPR/Cas9

4.1.1. Auswahl der CRISPR-Zielsequenz

Mit dem Ziel der Generierung eines BAG3-Knockouts wurde der Ansatz mit einer einzelnen
gRNA-gewahlt, da durch die zumeist resultierende nicht-homologe Endstiickverbindung (non-
homologous end joining, NHEJ) haufig indel-Mutationen auftreten, die eine Verschiebung des
DNA-Leserasters bedingen (frameshift-mutation, fs). Die Suche einer Zielsequenz mit PAM
erfolgte sowohl auf dem codogenen als auch dem nicht-codogenen Strang. Als Ziel-Region
wurde Exon 2 von BAG3 verwendet, da in diesem Bereich eine IPV-Doméne liegt, die zur
Assoziation mit HSPB8 im BAG3-Komplex fiihrt. Fur die sgRNA Suche wurde wie beschrieben

das Wellcome Genome Editing-Webtool verwendet.

Name  Sequenz Stran  Schnittpositi  on-target off-target
g on

gRNA | TGAAGGCGCTGAGAACCGGC  + 119651992 61,5 44,6

#1 AGG

gRNA GTTCGGAATCGCTGCATCCC - 119652030 52,5 46,8

#2 AGG

Tabelle 24: Ubersicht der verwendeten gRNA sowie pradizierte on-target/off-target-Scores; on target: berechnet
nach Rule set 2'23; off-target: berechnet nach CFD-Score (Doench et al. 2016)

Wir verwendeten die Strategie und Plasmide nach Ran et al*?*. Oligonukleotide mit der
jeweiligen gRNA und einer Bbsl-Schnittstelle wurden in Benchling erstellt und von einem
kommerziellen Anbieter bezogen. Nach dem Annealing wurde die gRNA-codierende dsDNA
in den pSp(Cas9)-2A-GFP-Vektor kloniert und humane immortalisierte Podozyten damit
transfiziert. Nach lichtmikroskopischer Uberprifung der Transfektionseffizienz wurden die
Zellen per FACS in 96-Well-Platten sortiert. Die Platten wurden regelmafig lichtmikroskopisch

auf Zellwachstum inspiziert und bei 60-80% Konfluenz gescreent.
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Abbildung 6 A: Darstellung der Zielsequenz in Exon 2 von BAG3. Verwendet wurden zwei nicht-
Uberlappende gRNA, wobei gRNA#1 eine Zielsequenz auf dem codogenen Strang und gRNA#2 eine
Zielsequenz auf dem nicht-codogenen Strang hatte. B: Sequenzierung fur den weiter verwendeten Klon
von gRNA#2. Der compound heterozygote Genotyp fiihrt zu zwei Leserastermutationen. C: Translation
fur die Leserasterverschiebungen mit Stopcodon in Exon 2 an Position 61 bzw. 65.

4.1.2. Validation der CRISPR-Zelllinien: Sequencing

Zum Screening auf indel-Mutation im Exon 2 von BAG3 wurde eine PCR mit flankierenden

Primern um Exon 2 entworfen. In der PCR aus gDNA der BAG3wt-Podozytenlinie zeigten sich
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je nach Primerpaar PCR-Produkte von ca. 350 bp Léange fur Primerpaar BAG3Exon2 fv/revl
bzw. 320bp Lange fir das Primerpaar BAG3Exon2 fv/rev2.

@QQ Lanes 2-9: Screening - Klone von sgRNA#1 D

(.,Qo Lanes 2-15: Screening - Klone von sgRNA#2 @%

Abbildung 7: PCR zum Screening der indel-Mutationen in Exon 2 von BAG3. Es wurden zwei
Primerpaare getestet (A) und das Primerpaar BAG3 Exon 2 fv/rev2 fur die weiteren Screening-PCRs
verwendet. Podozyten wurden nach Transfektion mit pSpCas9(gRNA#1)-2A-GFP (B) bzw.
pSpCas9(gRNA#1)-2A-GFP (C) mittels FACS 96-Wellplatten ausgeséat und wachsende Zellklone
mittels BAG3 Exon 2-PCR analysiert. Klone mit einer PCR-Bande entsprechend ca. 320bp oder
kleiner wurden weiter mittels Sangersequenzierung analysiert. Handschriftliche Pfeile: Klone, die
wahrend dem Screeningprozess weiter sequenziert wurden.

Nach Etablierung der BAG3 Exon2-PCR wurden die CRISPR-Klone im Screening untersucht:
Klone mit positiver PCR wurde weiter mit Sangersequencing auf die genaue indel-Mutation
untersucht. Beispielhaft zeigte das Sequenzierungsergebnis eines durch gRNA#2 generierten
Klons einen compound heterozygoten Genotyp, der durch eine Rastermutation zu einem
Stopcodon an Position 61 bzw. 65 fuhrt (Abbildung 6 C).
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4.1.3. Validation mittels Western Blot

Im nachsten Schritt erfolgte die Uberprifung der BAG3-Expression im Western Blot. Hierzu
wurden Klone, deren Sequenzierungsergebnis eine indel-Mutation mit Stopcodon in Exon 2
voraussagte in 10 cm Schalen ausgeséat und bei 60-80% Konfluenz geerntet. Als Kontrolle
dienten immortalisierte humane Podozyten sowie transient mit einem 3Flag.BAG3-Plasmid
transfizierte HEK293T-Zellen.
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Abbildung 8: Western Blot zur Validierung des BAG3-Knockouts auf Proteinebene der CRISPR/Cas9-
generierten Podozytenlinie. Es wurden 20 pug Protein pro Geltasche verwendet. Pan-actin wurde als
Ladekontrolle verwendet. BAG3wt-Podozyten zeigen eine Bande auf Hohe von ca. 85 kDa. BAG3--
Podozyten zeigen keine Bande. Bag3™ #2 ist der Klon, der fur die weiteren Arbeiten verwendet wurde.

Wahrend BAG3wt-Podozyten eine Bande bei ca. 85 kDa zeigten, liel3 sich bei Zelllinien, die
mittels gRNA#1 bzw. gRNA#2 generiert wurden, keine Bande feststellen. WB-Gele wurden
nach BCA-Assay normalisiert mit 20 ug pro Tasche beladen. In der Ladekontrolle mit Pan-
actin zeigten sich keine Unterschiede zwischen BAGwt-Podozyten und BAG3”-Podozyten.
HEK293T(3FI.BAG3) zeigten eine breite Bande von 85-100kDa (Abbildung 8).

Nachfolgend aufgefiihrte Experimente wurden mit der BAG3”-Podozytenlinie durchgefiihrt,
die mit durch CRISPR/Cas9 unter Verwendung von gRNA#2 generiert wurde und deren
Sequenzierung in Abb. 6B gezeigt wurde.

4.1.4. Validation mittels Immunfluoreszenzfarbung

AnschlieBend wurde eine Immunfluoreszenzfarbung auf PFA-fixierten Podozyten
durchgefuhrt. Hier zeigten die BAG3-wt-Podozyten ein deutliches zytosolisches sowie
nukleadres Signal. Die Belichtungszeiten der Fluoreszenzspektra wurden ausgehend von den
BAG3wt-Podozyten angewendet. BAG3™"-Podozyten zeigten ein schwaches nukleares Signal.
Die Farbgebung der Cy3- und Cy5-Kandale wurde zur besseren Unterscheidbarkeit im merge-

Bild gewahlt.
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Abbildung 9: Immunfluoreszenzfarbung auf 4%PFA-fixierten Podozyten, 63x Objektiv. BAG3 zeigt in
BAG3wt-Podozyten ein granuléres zytosolisches Signal im Cy3-Kanal. BAG3-defiziente Podozyten
zeigen ein minimales Signal, welches mit nuklear farbendem DAPI Uberlappt, N=3.

Um BAG3-abhangige Veranderungen im Proteom zu erkennen und Interaktionspartner zu
identifizieren, wurden Protinlysate mit MS/MS untersucht sowie eine Immunprazipitation von
differenzierten BAG3-wt-Podozyten und BAG3”-Podozyten durchgefihrt (Abb. 10). In der
Immunoprézipitation wurden zwei verschiedene Antikorper verwendet: ein polyklonaler
Antikorper (aBAG3 pAB) mit Spezifitat fur Aminosauren 275-575 des BAG3-Proteins und ein
monoklonaler Antikdrper (aBAG3 mAB) mit Spezifitat fir Aminosduren 478-575. BAG3-wt-
Podozyten zeigten im Lysat eine klare Bande bei 85 kDa. Auch Immunprazipitate durch
oBAG3 pAB und aBAG3 mAB zeigten diese Bande. Die BAG3”-Podozyten zeigten nach
Farbung mit aBAG3mAB im Lysat eine schwache Bande und auch in den Immunprazipitaten

fiel eine minimale Bande auf.
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Abbildung 10: BAG3-Co-Immunoprazipitation von BAG3-Wildtyp und BAG3-defizienten Podozyten.
Die Co-IP wurde mit einem monoklonalen und mit einem polyklonalen BAG3-Primarantikérper
durchgefiihrt. Das Lysat und beide Immunpréazipitate der Wildtyp-Zelllinie zeigten deutliche Banden fir
BAG3 auf Hohe von ca. 85 kDa. Die als Positivkontrolle verwendeten, transient mit 3F.BAG3
transfizierten, HEK293T-Zellen zeigten eine sehr intensive Bande bis 100 kDa. In der Farbung mit
monoklonalem BAG3-Primarantikorper zeigt sich auf Héhe von 85 kDa auch im Lysat der BAG3"- -
Zelllinie eine Bande.
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Aufgrund dieser Ergebnisse, die wir als Hinweis auf fehlende Spezifitat des monoklonalen
Antikoérpers werteten, wurde die folgenden Co-Immunpréazipitation fiur MS/MS mit dem
aBAG3pAB durchgefihrt (Abb. 11). Hierbei wurden die Knockout Zellen als Negativkontrolle
verwendet.

BAG3

“TJP1

"ARPC2
A
"PPP1R12A

T T T T T T

Difference (wt - KO)

Abbildung 11: LC-MS/MS von humanen BAG3wt- versus BAG3"-Podozyten nach
Immunprézipitation mit aBAG3pAB. TJP1 (ZO-1) trat in BAG3wt-Podozyten vermehrt auf,
ebenso ARPC2. Weiterhin konnten PPP1CA und PPP1R12A angereichert nachgewiesen
werden. FDR=0,1; S0=0,3

BAG3-Peptid konnte dabei in BAG3wt-Podozyten angereichert nachgewiesen werden.
Ebenso traten Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12A (PPP1R12A) und Protein
phosphatase 1 alpha catalytic subunit (PPP1CA) haufiger in BAG3wt-Podozyten auf.
Bestandteile des BAG3-CASA-Komplexes wie HSPB8, HSC70 oder CHIP konnten in diesem
Datensatz in BAG3wt-Podozyten nicht angereichert nachgewiesen werden.

Weiterhin  wurde zur zusatzlichen Validierung der KO-Zellen eine zielgerichtete
massenspektrometrische Untersuchung der Zelllinien mittels parallel reaction monitoring
(PRM) durchgefuhrt. Hierzu werden die Peptide von Interesse quantifiziert, indem die Intensitat

mit der eines markierten Standardpeptids verglichen wird.
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Abbildung 12: Parallel reaction monitoring von BAG3wt-Podozyten und BAG3"-Podozyten.
Fur BAG3"-Podozyten konnte keines der abgebildeten BAG3-Peptide nachgewiesen werden.

In den BAG3"-Podozyten konnte kein BAG3-Peptid nachgewiesen werden, wohingegen

BAG3-Peptide in Wildtyp-Podozyten abundant waren.

4.2 Umsetzung eines Modells fir mechanischen Stress in vitro

Als nachstes sollte ein Modell umgesetzt werden, um mechanischen Stress in Zellkultur zu
applizieren.

Die raumliche Organisation von Zellen und Extrazellularmatrix in vivo fuhrt zu Ausbildung von
Organen, die gegeniiber mechanischen Kraften eine spezifische Steifigkeit bzw. Elastizitat
besitzen. Die Verarbeitung und Anpassung an mechanische Stimuli oder Stressoren von
einzelnen Zellpopulationen — beispielweise von Podozyten - lassen sich in vivo schwer isoliert
untersuchen. In vitro hingegen bilden Zellen planare adharente Verbande auf einer steifen
Oberflache. Die Elastizitat eines Gewebes in Pa (Pascal) lasst sich durch den
Elastizitatskoeffizienten beschreiben, der der Steigung des linearen Abschnitts einer
Spannungs-Dehnungs-Kurve entspricht. Die Elastizitat von Nierengewebe bei Saugetieren
liegt im Bereich von 16-20 kPa, eine herkdmmliche Zellkulturschale aus Plastik hat eine
Elastizitat von 1-10 GPa'®. Diese hohe Steifigkeit stellt einen mechanischen Stressor fur die
kultivierten Zellen dar. Zur Mitigation dieses Effektes konnen Zellen auf weicherem Substrat
kultiviert werden. Mechanischer Stress kann auf verschiedenen Wegen ausgeiibt werden. Ob
die Anwendung im Experiment physiologisch sinnvoll ist, hangt von der jeweiligen
Fragestellung ab: Muskelgewebe wird in der Regel uniaxial tensil belastet, wohingegen Binde-
und Stlitzgewebe auch Kompression ausgesetzt sind!?®. Podozyten sind pulsatilem
Scherstress und auch biaxialem tensilem Stress ausgesetzt.

Zur Durchfuihrung der Stretch-Experimente wurde ein pneumatisches System verwendet, das
durch Verformung einer flexiblen PDMS-Membran equibiaxialen Stress auf adharente Zellen

ausubt. Vor Kultivierung wurden die flexiblen Zellkulturplatten mit Kollagen | sowie Fibronectin
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beschichtet. In den Experimenten wurde eine Dehnungs-Ratio von &= 17,5% der
Zellkulturflache bei 0,5 Hz mit Sinuskurvenverlauf verwendet. Kontrollen wurden auf
gleichermalen beschichteten flexiblen Zellkulturplatten kultiviert. Durch diesen
Versuchsaufbau realisierter mechanischer Stress wird weiter als zyklischer mechanischer
Stress beschrieben (ZMS).
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Abbildung 13: Pneumatisches System zur Applikation von mechanischem Stress in vitro. Zellen
werden (A) in 6-Well-Platten mit elastischem PDMS-Boden (rot und schwarz) kultiviert, der Gber einem
Ladepfosten (orange) gelagert wird. Durch Lagerung auf einer Basisplatte wird die Unterseite des
ZellkulturgefalRes abgedichtet. Zur Applikation von mechanischem Stress (B) wird Uber eine digital
gesteuerte Vakuumpumpe ein Unterdruck erzeugt. Der Ladepfosten sorgt fir eine gleichmafgige
radiare Verformung der PDMS-Membran. Es resultiert ein equibiaxialer Stress durch Dehnung der
Membran und adharenter Zellen um den Faktor €. Doppelseitige Pfeile: equibiaxialer Stress.
Gestrichelte Pfeile: Unterdruck/Vakuum, lo: L&nge unter Ruhebedingungen

4.2.1. Zyklischer mechanischer Stress reguliert SQSTM1, BAG3 und
pERK1/2

Zun&chst sollte untersucht werden, wie die Applikation von ZMS in Wildtyp-Podozyten sich auf
die Expression von BAG3 auswirkt®?. Zudem wurden Sequestosome 1 (SQSTM1; p62) als
Indikator fur Autophagosomenbildung und pERK1/2 als Effektor von BAG3-regulierten
Signalwegen untersucht. Die Podozyten wurden in BioFlex-6-Well-Platten ausgeséat und vor
der Ernte fir bis zu 2h bei 17,5% Dehnungs-Ratio bei 0,5 Hz inkubiert.

Im Western Blot zeigte sich zum 30 min-Messzeitpunkt eine Reduktion der BAG3-Expression

unter ZMS im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach 120 min war die BAG3-Expression jedoch
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wieder ahnlich unter ZMS- und Kontrollbedingungen. SQSTM1 zeigte sich zum Zeitpunkt 30
min ebenfalls signifikant unter Stressbedingungen reduziert. pERK1/2 zeigte einen raschen
Anstieg unter ZMS und blieb bis zum 120min Zeitpunkt im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erhoht.
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Abbildung 14: Western Blot von BAG3, SQSTM1 und p62 unter mechanischem Stress vs.
Kontrollbedingungen. A: Western Blot von Podozyten unter mechanischem Stress bzw.
Kontrollbedingungen. GAPDH diente als Ladekontrolle. B: SQSTM1 und BAG zeigten sich
unter mechanischem Stress zum Zeitpunkt 30 min reduziert. pERK1/2 konnte durch
mechanischen Stress vermehrt nachgewiesen werden. N=6, Student’s t-test, zweiseitig.

4.2.2. Podozyten exprimieren vermehrt BAG3 sowie ARPC5 unter

mechanischem Stress

Nachdem im Western Blot die Expression einzelner Proteine durch ZMS beeinflusst werden
konnte, folgte eine erneute massenspektrometrische Analyse. Dieses mal wurden Podozyten
fur 24h unter den genannten Bedingungen ZMS ausgesetzt. Nach 24 h zeigte sich unter ZMS
eine erhohte Expression von BAG3. Weiterhin wurden Actin-related protein 2/3 complex
subunit 5 (ARPC5) und Protein Phosphatase 1 Regulatory Inhibitor Subunit 14B (PPP1R14B)
hochreguliert. Die Expression verschiedener Hitzeschockproteine einschlie3lich HSPB8, aber
auch von SQSTM1 zeigte sich in dem Experiment nicht signifikant ver&ndert. Gegentber der
ZMS-Bedingung zeigten sich unter Kontrollbedingungen verschiedene Kollagene signifikant
Uberexprimiert. In der Hauptkomponentenanalyse des Experiments stellten sich die beiden
Gruppen unscharf voneinander getrennt dar. ZMS fuhrte in BAG3wt (Abbildung 16A) und in
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BAG3"-Podozyten (Abbildung 16A)

Kollagenen.
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Abbildung 15: A: Volcano Plot von BAG3wt-Podozyten unter Stress- gegentiber Kontrollbedingungen.
FDR=0,05; S=0,1 B: Hauptkomponentenanalyse des Experiments. Rot: mech. Stress, Blau: Kontrolle
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4.2.3. Zyklischer mechanischer Stress induziert PPP1R14B in BAG3-

Podozyten
A B
» stretch condition:
e=17.5%
BAG3 | c co:s 0,5 HZ
24h
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2 1
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Abbildung 16: A: Volcano Plot von BAG3"-Podozyten gegeniiber BAG3wt. BAG3™-
Podozyten zeigen vermehrte Expression von RhoA uter Kontrollbedingungen. B: Volcanoplot
von BAG3’-Podozyten unter Kontroll- bzw. mechanischen Stressbedingungen. RhoA und
PPP1R14B kommen angereichert vor. FDR=0,05; S=0,1

SchlieBlich untersuchten wir das Proteom humaner BAG3wt-Podozyten und BAG3™-
Podozyten gegeniber Kontroll- und ZMS-Bedingung in einem Experiment. In BAG3™'-
Podozyten (Abbildung 17A) zeigte sich sowohl unter Kontrollbedingungen (Abbildung 17A) als
auch unter ZMS (Abbildung 17B) eine vermehrte Expression von RhoA. BAG3”-Podozyten
zeigten unter ZMS aulRerdem (Abbildung 17B) eine gesteigerte Expression von PPP1R14B
und RhoA.

4.2.4. Die Anwesenheit von BAG3 reguliert die RhoA-Expression

In der gemeinsamen Auswertung der MS Daten zeigt sich in BAG3wt-Podozyten unter ZMS
eine gesteigerte BAG3-Expression (Abbildung 17A1). BAG3™"-Podozyten weisen unter ZMS
eine erhohte RhoA-Expression auf (Abbildung 17A2 und A3). In Wildtyp-Podozyten zeigte sich
unter ZMS keine Veranderung in der RhoA-Expression (Abbildung 17A1). Mechanischer
Stress fuhrte in BAG3wt-Podozyten zur Regulation von 240 Proteinen (Abbildung 17B1), in
BAG3”-Podozyten zeigten sich 149 Proteine reguliert (Abbildung 17B2). Der BAG3-Status
regulierte hingegen unter ZMS 36 Proteine und unter Kontrollbedingungen nur 30 Proteine
(Abbildung 17B3/4).
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Eine GO-Term-Analyse (Abbildung 17C) anhand von der UniProt-Datenbank entnommenen
SchlUsselwortern zeigte keine signifikante Regulation in Abhéangigkeit vom BAG3-Status. In
BAG3wt-Podozyten fuhrte ZMS zur ,Hochregulation® von Proteinen, die z.B. mit den
Schlisselwdrtern ,Kollagen®, ,Basalmembran® oder ,Extrazellularmatrix“ assoziiert waren,
wahrend Schllsselwérter mit Bezug zu DNA-Modifikationen und posttranslationalen
Modifikationen wie ,Acetylierung“ und ,Methylierung“ negativ reguliert waren (Abbildung
17C1).

In BAG3"-Podozyten zeigten sich neben den Schliisselwoértern ,Collagen®, ,Basalmembran®
oder ,Extrazellularmatrix“ auch ,lg-Domane*, ,Zelladhasion“ positiv reguliert. Negativ reguliert
waren die Schlusselworter ,Nukleus®, ,Transkription®, ,Phosphoprotein“ und ,Acetylierung®
(Abbildung 17C2).

In diesem Versuchsansatz mit zwei Konditionen, BAG3-Status und Stress-/Kontrollbedingung
zeigte sich kein BAG3-abhéangig reguliertes GO-Vokabular (gegenuber Abbildung 13).
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Abbildung 17: Analyse von humanen Podozyten unter Kontroll- und Stretch-Bedingungen
sowie in An- oder Abwesenheit von BAG3 (BAG3wt vs. BAG3™). A: Die BAG3 Expression ist
in BAG3wt-Podozyten unter mechanischem Stress erhoht. BAG3”-Podozyten zeigen sowohl
im Vergleich zum BAG3wt als auch unter Stressbedingungen im Vergleich zu
Kontrollbedingungen eine erhdhte RhoA-Expression. FDR=0,05; S=0,1, schwarz: UniProt-
Schliisselwort ,Zytoskelett”. B: Anzahl der regulierten Proteine unter den angegebenen
Bedingungen. Mechanischer Stress regulierte eine hdhere Anzahl an Proteinen als der BAG3-
Status. C: GO-Term-enrichment aus UniProt-Schliisselwértern.
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5. Diskussion

Um die Funktion einzelner Gene und korrespondierender Proteine in einem Organismus zu
erforschen ist der knockout oder die Uberexpression des Gens ein naheliegender Ansatz. Wir
haben dazu CRISPR/Cas9 basierte Technolgie eingesetzt. Der Weg zu diesen modernen
erfahren war jedoch lang: Als Beatrice Mintz und Rudolf Jaenisch 1974 die erste transgene
Maus generierten, waren aber sowohl die DNA-Sequenzierung, als auch PCR-Verfahren noch
nicht entdeckt!?’. Die genetische Modifikation bestand in der Integration eines SV40-Virus in
das Genom eines Mausembryos. Neben den damaligen technischen Limitationen begrenzten
auch letale Phanotypen und die geringe Zahl moglicher Modellorganismen die
wissenschaftliche und klinische Anwendung. Seitdem wurden Techniken zur Generierung von
Organismen mit konditionalen und organspezifischen genetischen Modifikationen etabliert.
Die Entdeckung von RNA-Interferenz (RNAI) ermdglichte die effizienten und zielgerichteten
knockdown einzelner Gene, zudem wurde ein partieller Knockdown mdglich. Allerdings
zeigten sich auch hier Grenzen der Methoden. So ist zum Erzielen eines stabilen knockdowns
mittels RNAI eine endogene Synthese von shRNA oder miRNA erforderlich. Zudem kommt es
zu off target-Effekten mit schwer vorhersagbaren Konsequenzen fir den modifizierten
Organismus??®, Zusatzlich zu einem knockout und knockdown ermdglichen proteinbasierte
Methoden wie transcriptional activator-like effector nucleases (TALEN) oder
Zinkfingernukleasen auch prazise Insertionen und Deletionen im Sinne eines genome
editing'®®. Da die Spezifitat dieser Verfahren von der Modifikation einer Aminosauresequenz
abhangt, sind diese Verfahren aufwéndig und zeitintensiv. Beim in der vorliegenden Arbeit
eingesetzten CRISPR/Cas9-System hingegen wird die Spezifitdt von einer RNA bedingt und
bestimmt die Zielsequenzen der Nuklease Cas9. So wurde genome editing mit hoher Effizienz
bis hin zu Multiplex-Verfahren in einer Vielzahl an Organismen verflgbar®°131,

Fiur Forscher ermdglicht das CRISPR/Cas9-System die effiziente Generierung genetisch
modifizierter Organismen zur Uberprifung von Hypothesen. So kénnen Proteine oder Gene,
die im Rahmen Omics-Experimenten vielversprechende Signale zeigen, auf biologische
Relevanz weiter untersucht werden. Wir nutzen diese Technik, um gezielt Bag3-defiziente
Podozyten zu generieren und um so die Rolle von Bag3 in Podozyten und speziell unter
mechanischem Stress zu untersuchen. In Abbildung 5 ist der Proteomics-Datensatz
dargestellt, der ausschlaggebend fiir diese Arbeit war. Ausgehend von der Anreicherung von
Bag3 und CASA-assoziierten Proteinen in murinen Podozyten sollte die Rolle BAG3 in
humanen Podozyten weiter geklart werden. Ausgehend vom etablierten Ph&notyp einer
BAG3-Defizienz mit Myopathie wurde ein in vitro Modell fir mechanischen Stress als weitere

Variable eingefiuhrt.
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5.1 Generation einer BAG3-defizienten humanen Podozytenlinie — alternative

Strategien

Zur Generierung eines BAG3-knockout in humanen Podozyten zielte die gewahlte
CRISPR/Cas9-Strategie (Abbildung 6A) auf die Generierung einer missense oder nonsense-
Mutation durch non homologous end joining-vermittelte Reparatur (NHEJ) der DNA-
Doppelstrangbriiche!!®. Dieser Ansatz ist allerdings fehleranféllig: Zunachst kann durch exon-
skipping oder Splicevarianten das Ziel-Exon tbersprungen werden. Fur BAG3 ist eine kiurzere
Isoform von ca. 40kDa beschrieben. Diese Variante ist allerdings nur in neuronalen Zellen
beschrieben und das zugrundeliegende Transkript nicht bekannt®®. Eine Alternative zur
Generation mittels CRISPR/Cas9-System ist die Verwendung von TALEN. Diese erfordern
allerdings die Ko-Transfektion mit beiden TALEN-Armen, was ein Hindernis bei der Arbeit mit
hochdifferenzierten Zellen wie humanen Podozyten ist'*2, AuBerdem kann auch durch
alternative CRISPR/Cas9-Ansétze ein sicherer Knockout generiert werden. Dies erfordert
allerdings die Klonierung eines Vektors mit zwei, das Zielgen flankierenden, gRNA3, Da
durch FACS eine hohe Anzahl an Klonen zur weiteren Analyse generiert werden konnte, auf
die im Fall der Expression einer BAG3-Trunkation zurtickgegriffen werden kénnte, wurde mit
einer einzelnen gRNA fortgefahren. Die Bestatigung eines Expressionsverlustes von BAG3
auf Proteinebene erfolgte letztlich im Western Blot bzw. massenspektrometrisch und konnte
in unserem Fall den Knockout von Bag3 zweifelsfrei bestéatigen.

Ahnlich der RNA, ist eine Limitation des CRISPR/Cas9-Systems das Auftreten von off target-
Effekten, vermittelt durch Cas9-Aktivitat aul3erhalb der intendierten gRNA-Bindungsstelle, die
durch Sequenzéhnlichkeit entstehen. Modellhaft kann der cutting frequency determination
(CFD) Score die Haufigkeit dieser Effekte voraussagen. CRISPR/Cas9-Strategien mit
mehreren gRNA erzielen hier niedrigere Werte!?®. Auch unter Verwendung einer optimalen
gRNA sind off target-Effekte aber nicht auszuschlieRen. Die Effekte konnen aber durch
parallele Generierung mehrerer Zelllinien abgemildert werden. Auch kdnnen spezifische
Sequenzierungstechniken, z.B. genome-wide unbiased identification of DSB (double strand
breaks) enabled by sequencing (GUIDE-seq) zur Detektion von off target-Effekten verwendet
werden. Sollten Zweifel an der Spezifitat der beobachteten Effekte autkommen, ist auch eine

Re-Expression zur Kontrolle mdglich.

5.2 Validierung des funktionellen BAGS3-knockout: Western Blot und

Immunoprazipitation mit den BAG3-Antikdrpern

Die Sequenzierung der verwendeten Klone sagte einen heterozygoten Genotyp mit Stopcodon
in Exon 2 voraus. Im Western Blot (Abbildung 8) zeigte sich keine BAG3-Bande (ca. 85 kDa)
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in beiden BAG3"-Podozytenlinien. Die verfiigbaren Antikérper binden BAG3 jedoch N-terminal
des vorhergesagten Stopcodons (vgl. Abbildung 4; Tabelle 5). Das Vorliegen einer trunkierten
BAG3-Variante war also nicht ausgeschlossen. In der Immunprazipitation (Abbildung 10)
konnte mit beiden BAG3-Antikérpern ein BAG3-Pulldown in BAG3wt-Podozyten erzielt
werden. Allerdings gelang aus BAG”-Podozyten auch der Nachweis einer schwachen Bande
in Lysaten und Immunprazipitaten beider BAG3-Antikdrper nach Farbung mit aBAG3mAB.
Aufgrund dieses widerspriichlichen Ergebnisses wurden weitere Méglichkeiten zur Validierung
des BAG3-Knockouts evaluiert: Eine Mdglichkeit bote die real-time-gPCR zur Uberpriifung, ob
ein BAG3-Transkript auf mRNA-Ebene vorliegt. Da durch die vorhergesagte frameshift-
Mutation nicht notwendig eine Veranderung in der mRNA Expression Uiber nonsense mediated
decay (NMD) auftreten muss, fokusiierten wir auf das Proteome: Um auszuschlie3en, dass
BAG3"-Podozyten ein BAG3-Peptid exprimieren, wurde eine  quantitative
massenspektrometrische Analyse mit dem PRM-Verfahren durchgefiihrt. Hier konnte in den
BAG3"-Podozyten kein BAG3-Peptid nachgewiesen werden (Abbildung 12). Mit diesem
Ergebnis ist mindestens von BAG3-Defizienz und funktionell auch von einem BAG3-knockout
der BAG3"-Podozyten auszugehen. Fir die weitere Diskussion wird daher die Bezeichnung
als BAG3-defiziente Podozyten oder BAG3” verwendet.

5.3 Immunfluoreszenz auf BAG3”-Podozyten

In der Immunfluoreszenz (Abbildung 9) zeigten auch die BAG3”-Podozyten ein schwaches
nukleares Signal. BAG3-vermittelte CASA ist ein zytosolischer Prozess, eine nukleare
Lokalisation von BAG3 ist jedoch auch beschriecben und am ehesten mit den
transkriptionsregulierenden Eigenschaften von BAG3 assoziiert®®. Eine vermehrte nukleare
Lokalisation von BAG3 von Jin et al.®® unter Hitzestress beobachtet werden. Die Arbeitsgruppe
um Gamerdinger et al.'** konnte durch Inhibition des Proteasomensystems BAG3, aber auch
Myosin und Dynein induzieren: beide Ansétze fuhren entweder durch Fehlfaltung von
Proteinen oder erhdhte Anforderung an nicht-proteasomale Autophagiemechanismen zu
proteotoxischem Stress. Im Kontext der Immunfluoreszenz ist die vermehrte Expression von
mit dem Aktinzytoskelett oder Mikrotubulussytem interagierenden Proteinen von Interesse: Die
Phalloidinfarbung zeigte in den humanen Podozyten Aktinstressfasern. Diese liegen mit
Myosin und a-Aktinin assoziiert vor und sind kontraktil3>13¢, In Zellkultur sind Stressfasern
auch bei regular nicht kontraktilen Geweben zu beobachten, die auf Oberflachen mit hoher
Steifigkeit kultiviert werden®’. Trotz der in der Literatur beschriebenen Einfliisse von BAG3
auf Zytoskelett-assoziierte Proteine zeigten die Stressfasern und Zellmorphologie der

Podozyten sich in der Immunfluoreszenz unabhangig vom BAG3-Status.
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Die Bildung von Aktinstressfasern ist ein dynamischer Prozess aus Polymerisation und
Depolymerisation, der zur Anpassung an mechanischen Stress dient. Dabei kommt es zu
einem FlieRgleichgewicht, abhangig von Zeit und mechanischem Stress'®. Dadurch sind in
der IF mit langer Kultivierung der Zellen auf einem Substrat mit hoher Steifigkeit
Veranderungen des Zytoskeletts durch BAG3-Defizienz mitunter nicht detektierbar. Diese
Beobachtungen sollten konsequenterweise unter kiirzerer Kultivierungsdauer oder auf einem
Substrat mit geringer Steifigkeit wiederholt werden. Hierzu kénnten kiirzere Experimente mit

adaquatem mechanischem Stimulus durchgefihrt werden.

5.4 Die Funktion von BAG3 im Podozyten ist nicht auf CASA beschrankt

Die Immunprazipitation ist ein gangiges Verfahren , um die Zusammensetzung von
Proteinkomplexen zu untersuchen®®. In der Co-IP mit aBAG3-pAB konnten zwar
Komponenten und Bindungspartner des BAG3-CASA-Komplexes nachgewiesen werden
(HSC70 und HSPB1, vgl. Tabelle 25). HSPB8 wurde aber nicht signifikant angereichert und
CHIP Uberhaupt nicht detektiert. GO-Term-Analysen der Co-IP/MS riicken weiterhin die
Assoziation mit dem Aktinzytoskelett und Eigenschaften bei der Transkriptionsregulation in
den Vordergrund. Beispielsweise konnte mittels LC-MS/MS ein BAG3-abhangiger pulldown
von ZO-1 sowie ARPC2 gezeigt werden (Abbildung 11). ZO-1 ist auf Zytosolseite Bestandtell
der zonula occludens, und ein Bestandteil der Schlitzmembran. Die intrazellularen Doméanen
von ZO-1 interagieren mit dem Aktinzytoskelett tiber a-Actinin!‘°, Die Aufrechterhaltung der
zonula occludens Uber Kolokalisation von ZO-1 mit Neph1®* unterstiitzt die Integritat der
Schlitzmembran. ARPC2 ist als Teil des ca. 240kDa groRen Arp2/3-Komplexes zentral bei der

Bildung von filamentarem (F-) aus globularem (G-) Aktin4%142,

5.5 CHIP ist nicht Teil des BAG3-Interaktoms in humanen Podozyten

Beachtlich ist ein Negativbefund der massenspektrometrischen Analyse: Die Ubiquitinligase
CHIP als Co-Chaperon des BAG3-CASA-Komplexes konnte nicht nachgewiesen werden.
Bereits Rinschen et al.!’®* konnten CHIP nicht in murinen Podozyten nachweisen.
Insbesondere nach Immunprazipitation wére jedoch eine Anreicherung von BAG3-
Interaktionspartnern zu erwarten gewesen. Die Anreicherung von BAG3 im Volcano Plot
(Abbildung 11) deutet zunachst nicht auf ein technisches oder experimentelles Problem hin.
In spéateren Experimenten auf undifferenzierten humanen Podozyten (Abbildung 15A) konnte

zumindest HSPB8, wenn auch nicht verstarkt exprimiert, nachgewiesen werden.
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Eine beschriebene Funktion von BAG3-assoziierter CASA ist die Degradation und
Expressionsregulation von Filamin*3, Massenspektrometrisch konnte Filamin jedoch auch
nach Anreicherung der BAG3-Interaktoren via IP nicht nachgewiesen werden. Eine mégliche
Ursache hierfir liegt in technischen Limitationen des Verfahrens, die zu exponentiellem Abfall
der signal/noise-ratio bei der Massenspektrometrie fihren!#, dieser Effekt betrifft vor allem
Proteine mit hohem Gewicht wie Filamin (Filamin A: 280kDa). Insgesamt sprechen diese
Ergebnisse dagegen, dass CASA die zentrale Funktion von BAG3 in humanen Podozyten
darstellt. Wahrend diese technischen Limitationen zu berilicksichtigen sind, konnten aber in
den Experimenten weder die vorbeschriebenen Bestandteile des BAG3-CASA-Komplexes
nachgewiesen werden noch ein typischer Klient der CASA. Um die Relevanz von CASA im
Podozyten unter mechanischem Stress weiter aufzuklaren, wére zum Beispiel der siRNA-
knockdown von SQSTM1/p62 als Shuttle-protein der CASA-Klienten zu Autophagosomen ein
moglicher Versuchsansatz.

Besonders der fehlende Nachweis von Filamin konnte auf eine Limitation der Untersuchung in
vitro zuruckgefiihrt werden. Verglichen mit einem physiologischen Milieu stellt eine Zellkultur
eine hohe mechanische Belastung fur Zellen dar, der sich die Zelle maf3geblich durch
Ausbildung von Stressfasern erwehrt. Stressfasern werden lediglich am Ubergang zum
kortikalen Aktinzytoskelett mit Filamin vernetzt'#°. AuRerdem exprimieren kultivierte Podozyten
zwar Podocin und Nephrin, bilden aber kein Schlitzdiaphragma aus. Die Anforderung an
Mechanoprotektion in vitro gehen daher deutlich Uber die Zellkultur hinaus: Nicht nur Adhasion
und Erhaltung der Zellform sind wichtig, sondern die komplexe Architektur der Fulfortsatze
und ein langstreckiger Zell-Zellkontakt mit dem Nachbarpodozyten missen erhalten bleiben.
Dieser Prozess bendtigt vermutlich deutlich differenziertere  Regulation von
Aktinpolymerisation und Kontraktilitat. Hierzu sollten die Experimente in vivo fortgesetzt
werden, beispielsweise aus Glomeruli im (podozytenspezifischen) Bag3-KO-Mausmodell und
Wiederholung der Co-IP/IMS. Diese Arbeit zeigt, dass die BAG3-Co-IP/MS mit den
verwendeten Antikdrpern einen zuverlassigen Pulldown von BAG3 erlaubt. Um die zweite
Komponente, den erh6hten mechanischen Stress, in das Modell einzufihren kdnnte ein

medikamentOs oder operativ induziertes Hypertonie-Modell genutzt werden#.

5.6 Untersuchung von humanen Podozyten unter equibiaxialem

mechanischem Stress

Um den Zeitfaktor und mechanischen Stress der kultivierten Podozyten experimentell zu
berticksichtigen wurde das beschriebene Modell (Abbildung 13) zyklischen equibiaxialen
Stresses umgesetzt. Die Applikation von mechanischem Stress uber eine flexible Membran

stellte ein praktisches Hindernis fir eine IF dar, weil mit dem Ausbringen der Zellen auf Cover
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Slips zur mikroskopischen Begutachtung wiederum eine starre Zellkulturoberflache notwendig
waurde. Allerdings konnten im Western-Blot zeitabhéngige Effekte beobachtet werden:

Die 120 min-Zeitlinie (Abbildung 15) zeigte im Western Blot fir BAG3 und SQSTM1 nur zum
Zeitpunkt 30 min einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle eine signifikante Erhéhung
gegenlber der Kontrolle. Unter ZMS ist eine Depletion von BAG3 durch den verstarkten Ablauf
von CASA mit autolysosomaler Degradation auch von BAG3 mdglich. Dem entgegen wirkt die
Autoregulation von BAG3 sowie Regulation von an CASA-beteiligten Chaperonen durch
HSF1%.

Die nur transiente Erh6hung von BAG3 und SQSTM1 kdnnte zwar plausibel mit dem Erreichen
eines steady state von Depletion und Autoregulation von CASA-Komponenten erklart werden.
In einem nachfolgenden Experiment zeigten sich aber auch massenspektrometrisch
(Abbildung 15A) keine Unterschiede in der SQSTM1-Expression nach 24h ZMS. Die
Interpretierbarkeit des 120min-Stretchexperiments hatte z.B. durch Erganzung um einen LC3-
ELISA oder LC3-Co-Staining im WB als Biomarker des Autophagie-Flusses verbessert werden
konnen!4’,

Im ZMS-Modell lieR sich zu allen Messzeitpunkten eine statistisch signifikante Erhéhung von
pPERK1/2 erkennen. Wéahrend pERKZ1/2-Induktion kein spezifisches Merkmal der zellularen
Antwort auf mechanische Stimuli darstellt, ist die Signifikanz des Signalweges bei der Antwort
auf nicht spezifisch-mechanischen Stress sowie Regulation von Zellzyklus und Wachstum

unstrittig48.

5.7 Mechanischer Stress beeinflusst die Regulation des Aktinzytoskeletts in

humanen Podozyten

BAG3wt-Podozyten zeigten unter mechanischem Stress darliber hinaus eine verstérkte
Expression von BAG3 und ARPC5 (Abbildung 16A). Interessanterweise zeigte sich in BAG3-
defizienten Podozyten eine verstarkte Expression von RhoA unter Kontroll- und
Stressbedingungen im Vergleich vom BAG3wt.

RhoA ist eine hochkonservierte GTPase mit einer Vielfalt an biologischen Funktionen. Im
Kontext des Versuchsaufbaus mit mechanischem Stress ist vor allem die Regulation der
Kontraktilitdt des Aktinzytoskeletts bei der Interpretation der MS-Ergebnisse zu beachten.
RhoA entfaltet seine beispielsweise durch Aktivierung der Rho kinase (ROCK), welche die
Kontraktilitdt von Aktinfasern durch Phosphorylierung von Myosin-Leichtketten (MLC) steigert.
Mit der Anreicherung von ARPC2 (Abbildung 11) im BAG3wt und respektive ARPC5
(Abbildung 15A) unter Stressbedingungen sind zwei Komponenten des Arp2/3-Komplexes
vertreten, in dem Signalwege zur Ausbildung von de novo Aktinfilamenten konvergieren42149,

Pal et al. konnten bereits demonstrieren, dass Arp2/3 und RhoA antagonistisch wirken!®®, was
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sich gut mit dem Ergebnis der Anreicherung von ARPC2 in BAGwt Podozyten gegenlber
BAG3-defizienten Podozyten deckt. Ahnlich zu den Komponenten des Arp2/3-Komplexes,
lieen sich auch Bestandteile des Proteinphosphatase-1-Systems (PP-1) finden. PP-1 besteht
aus einer katalytischen Doméne wie z.B. PPP1CA, welche nach IP in BAG3wt-Podozyten
angereichert nachgewiesen werden konnte. Mit der katalytischen Untereinheit interagieren
eine oder mehrere regulatorische Domanen®®!. Die regulatorischen Untereinheiten wie z.B.
inhibierend auf die Kkatalytischen Untereinheiten. Mit katalytischen Untereinheiten
dephosphoryliert PP-1 MLC, was zu einer Herabsetzung der Kontraktilitit des
Aktinzytoskeletts fuhrt!®2, Regulatorische Untereinheiten von PP1 wurden unabhéngig vom
BAG3-Status von humanen Podozyten unter Stressbedingungen vermehrt exprimiert,
waéhrend in der MS nach BAG3-IP die katalytische Doméane PPP1CA vorzufinden war. Die
vermehrte Expression der regulatorischen Untereinheiten entspricht einer Disinhibition der
Aktomyosin-Kontraktilitdt durch verminderte Dephosphorylierung.

5.8 Stressapplikation im Podozytenmodell

Die Untersuchung von Podozyten unter mechanischem Stress wurde 2001 erstmalig von
Endlich et al. publiziert, die murine Podozyten Uber drei Tage einem biaxialen zyklischen
Stress aussetzten'®3. Endlich et al. beobachteten die Induktion von Stressfasern und konnten
die Ausbildung von Stressfasern zwar durch Inhibition von Rho, nicht aber durch Inhibition
mechanosensitiver Calciumkanéale beeinflussen'®3. Auch Shankland et al. verwendeten murine
Podozyten unter zyklischem biaxialem Stress. Wahrend Endlich et al. die Stressexperimente
Uber drei Tage durchfihrten, verwendeten Shankland et al. auch kiirzere Zeitlinien tber 10-40
min. In diesen kurzen Zeitraumen fanden auch Shankland et al. eine Aktivierung von p38/ERK
nach 20 min Stressapplikation mit anschlieRender Normalisierung®®*. Unter diesen Aspekten
ist das Ergebnis der WB-Stretchexperimente (Abbildung 15) einzuordnen: Nach
mechanischem Stress zeigen Podozyten eine rasche Antwort mit vermehrter Expression von
BAG3 und ERK1/2. In den massenspektrometrischen Untersuchungen mit deutlich langere
Stressapplikation lasst sich die ERKZL1/2 Aktivierung nicht mehr nachvollziehen.
Konsequenterweise sollten weitere MS-Experimente nach ebenso kurzandauernder
Stressapplikation durchgefuhrt werden.

Dieser Ansatz sollte auch um die Durchflihrung eines Stressexperiments mit anschlieRender
BAG3-Co-IP erganzt werden, um Anderungen des Proteinkomplexes unter mechanischem
Stress sicher zu identifizieren. Aber auch in vitro kénnen mechanische Stressmodelle
weiterentwickelt werden. In dem — auch in dieser Arbeit verwendeten — equibiaxialen
Stressmodell fehlt die Komponente des Flissigkeitsscherstresses (fluid shear stress).

Typischerweise wird dieses Modell Gber endothelialisierte Kapillaren an einem Pumpensystem
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fur Zellkulturmedium mit definierter Strémungsgeschwindigkeit umgesetzt'*>. Fir Podozyten
ist eine Umsetzung als Ko-Kultur mit Endothelzellen in einem Glomerulus-on a-Chip-Modell

eine vielversprechende Alternative®®®.

5.9 Einordnung der Ergebnisse anhand klinischer BAG3-Pathologien

Wie eingangs beschrieben, existieren BAG3-abhdngige Krankheiten mit Kklinischer
Manifestation einer dilatativen Kardiomyopathie bzw. axonalen Neuropathie. Untersuchungen
von BAG3-Mutanten zeigen eine strenge Lokalisation von BAG3 an den Z-Scheiben der
Sarkomere, gemeinsam mit allen kanonischen CASA-Komponenten. Die vermehrte
Aggresomenbildung durch die BAG3-P209L-Mutante kann durch Reexpression von Wildtyp-
BAG3 aufgelost und die Kontraktilitat des Gewebes wiederhergestellt werden%®11°, Die BAG3-
abhangigen Kardiomyopathien werden aber bisher nicht mit Nierenfunktionsstérungen in
Verbindung gebracht. Allerdings kommt es bei den betroffenen Personen bereits in der zweiten
Lebensdekade zu einer terminalen Herzinsuffizienz, sodass eine chronische Maladaptation an
mechanischen Stress maglicherweise von den raschen klinischen Verlaufen verdunkelt wird.
Fur die axonale Neuropathie Charcot-Marie-Tooth Typ 2 (CMT2) gibt es verschiedene
Fallberichte im Zusammenhang mit einer FSGS im Kindesalter. Allerdings konnte kein BAG3-
abhangiger Fall berichtet werden, sondern Mutationen in INF21°7-160 welches aber ebenfalls
an der Bildung von Aktinfilamenten mitwirkt. Die direkte Verbindung von BAG3-assoziierten

Krankheiten zu Nierenfunktionsstérungen kann aber nicht hergestellt werden.
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