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3. Zusammenfassung

Das Sirtuin SIRT4 ist ein metabolischer, NAD*-abhédngiger Regulator des mitochondrialen
Energiemetabolismus, fungiert als Tumorsuppressor und ist involviert in die zelluldre Alterung.
Diese Arbeit umfasst die Charakterisierung von SIRT4 als Modulator der Alterung in der
mitochondrialen Qualitatskontrolle, der mitochondrialen Dysfunktion sowie der moglichen
extramitochondrialen Kontrolle der Mikrotubulifunktion /-dynamik und mitotischen Zellteilung.
Die seneszenz- und alterungsabhingige Zunahme der SIRT4-Expression wurde in verschiedenen
Alterungsmodellen, im Besonderen in humanen dermalen Fibroblasten und lichtgealterter Haut
gezeigt. Hierbei wurde die regulatorische MikroRNA miR-15b identifiziert, die die Expression
von SIRT4 auf mRNA- und Proteinebene reguliert. Die Zunahme der SIRT4-Expression durch
Inhibition von miR-~15b zeigte eine Modulation des Seneszenz-assoziierten sekretorischen
Phénotyps (SASP), aber auch eine Reduktion der mRNA-Mengen nukledr kodierter Proteine,
die die mitochondriale Biogenese (TFAM), antioxidative Antwort (NRF1) und
Atmungskettenfunktion (Cytochrom C) steuern. Des Weiteren konnte eine erhdhte
mitochondriale Aggregation/Fusion, Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials und
eine verstirkte Produktion von mitochondrialen reactive oxygen species (ROS) in Abhéngigkeit
der SIRT4-Zunahme gezeigt werden. Die Uberexpression von SIRT4-eGFP forderte die
Zunahme der langen, aktiven Form der GTPase Optic Atrophy 1 (L-OPA1), die fur die Fusion
von Mitochondrien verantwortlich ist. Hierbei wurde eine (direkte oder indirekte) Interaktion
von SIRT4-eGFP mit L-OPA1 beobachtet. Die Zunahme von L-OPA1 relativ zu short (S)-
OPA1 verschob das Gleichgewicht von der mitochondrialen Trennung zur Fusion, so dass ein
verstarktes mitochondriales Netzwerk entstand. Ein stabileres Netzwerk reduzierte zugleich die
Funktion der Mitophagie, einem Prozess zur Qualititssicherung der Mitochondrien. Schliellich
zeichnete sich die SIRT4-Uberexpression durch eine inhibierende Wirkung auf die
mitochondriale Atmungskette aus mit einem reduzierten Os-Verbrauch.
Massenspektrometrische Analysen des SIRT4-Interaktoms zeigten, dass SIRT4 mit Proteinen
der Atmungskette (Komplex I und Komplex V) interagiert. Eine Interaktion von SIRT4 mit
bereits bekannten Bindungspartnern, wie der Glutamatdehydrogenase, validierten diese
Analyse. Zudem konnten neue mogliche Funktionen von SIRT4 basierend auf dessen

Interaktion mit Regulatoren der Proteinqualitiat (Chaperonen), der mitochondrialen tRNA-
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Beladung/Aminosaureaktivierung (tRNA-Aminoacylierung), der mitochondrialen Organisation
(OPA1), aber auch der Mikrotubulifunktion (a/B-Tubulin, y-Tubulin, GCP2, HDAC6) und

Zellzyklusregulation (CDK1) bestétigt bzw. neu gefunden werden.

Schliefllich konnten Befunde bzgl. einer neuartigen C-terminalen Prozessierung von
mitochondrialem SIRT4 erhoben werden, deren physiologische Bedeutung im Gegensatz zur N-

terminalen Prozessierung (mitochondrialer Import) derzeit unklar ist.

Insgesamt kann in dieser Arbeit die Funktion von stressinduziertem SIRT4 als
alterungsfordernd beschrieben werden, indem SIRT4 mitochondriale Dysfunktionen (ROS,
Senkung des mitochondrialen Membranpotentials, erniedrigte mitochondriale
Qualitatskontrolle) bewirkt und moglicherweise auch extramitochondriale Verdnderungen

(Zellzyklusderegulation, Malmitose) nach sich zieht.



4. Summary

The Sirtuin SIRT4 is a NADT-dependent regulator of cellular energy metabolism in
mitochondria. SIRT4 acts as a metabolic tumor suppressor and is associated with cellular
senescence and aging. This work focused on the characterization of SIRT4 as a modulator of
aging in mitochondrial quality control and mitochondrial dysfunction as well in microtubule
function and mitotic cell division, the latter consistent with a potential extra-mitochondrial
function of SIRT4. The stress-dependent increase in SIRT4 expression was demonstrated in
various aging models, especially in human dermal fibroblasts and photo-aged skin. At the same
time, the regulatory microRNA miR-15b was identified as an inhibitor of SIRT4 expression at
the mRNA and protein level. The increase in SIRT4 expression by inhibition of miR-15b
resulted not only in a modulation of the senescence-associated secretory phenotype (SASP), but
caused also a reduction in the mRNA levels of nuclear-encoded mitochondrial regulators
involved in mitochondrial biogenesis (TFAM), anti-oxidative response (NRF1), and
mitochondrial respiratory chain function (cytochrome C). Furthermore, increased mitochondrial
aggregation /fusion, reduction of the mitochondrial membrane potential, and increased
production of mitochondrial reactive oxygen species (ROS) were demonstrated as a consequence
of SIRT4 increase. Stable overexpression of SIRT4-eGFP at a low level in HEK293 cells
promoted stabilization of the long, active form of the GTPase optic atrophy protein 1 (L-
OPA1), which is a major regulator of mitochondrial fusion. This stabilization of L-OPA1 could
be explained by an (direct or indirect) interaction between SIRT4 and OPAL. The relative
increase of L-OPA1 wvs. the short isoform S-OPA1 shifted the equilibrium from mitochondrial
separation to fusion, resulting in an enhanced mitochondrial network. A more stable network
also reduced clearance by mitophagy, a constant quality control process for damaged
mitochondria. SIRT4 overexpression could also be characterized by an inhibitory effect on the
mitochondrial respiratory chain as measured by a reduced O, consumption. Mass spectrometric
analyses of the SIRT4 interactome indicated that SIRT4 interacts with several proteins of the
respiratory chain (complex I and complex V). The interaction with previously known
interactors, such as glutamate dehydrogenase, validated this analysis. In addition, novel
putative functions of SIRT4 were revealed given that SIRT4 interacted with regulators of

protein quality (chaperones), mitochondrial tRNA ligases / amino acid activation (tRNA-
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aminoacylation), mitochondrial organization (OPA1), and possibly extra-mitochondrial
functions through interaction with mitotic spindle associated proteins (y-tubulin, a-tubulin,

GCP2, HDACG6) and the cell cycle regulator CDK1 (cyclin-dependent kinase 1).

Finally, findings were obtained in favour for a novel C-terminal processing of SIRT4 in
mitochondria, of which the physiological significance, in contrast to the N-terminal processing

(mitochondrial import), remains to be determined.

Overall, the function of stress-induced SIRT4 can be characterized as aging promoting by
causing mitochondrial dysfunction (ROS increase, inhibition of the mitochondrial membrane
potential, altered mitochondrial quality control and mitophagy) and also potentially leading to

extra-mitochondrial changes in proliferation (cell cycle deregulation, malmitosis).



5. Einleitung

5.1. Alterung und Seneszenz

Die Alterung ist gegenwértig eines der aktivsten Forschungsgebiete, und es wird immer
deutlicher, dass das Verstdndnis der zellulidren Signalwege des Alterns fiir die Vorbeugung und
Therapie altersbedingter Krankheiten wie z.B. Osteoporose, Gicht oder auch Demenz
unverzichtbar ist. Eine einfache Definition von Alterung ist der Verlust von Stabilitdt und
Erneuerungsfihigkeit von Geweben. Gealterte Zellen bezeichnet man als seneszent. Merkmale
seneszenter Zellen sind unter anderem eine verringerte Proliferationsfahigkeit, eine verdnderte
Interaktion mit der direkten Umgebung durch Modulation sekretierter Proteine, sowie eine
Abnahme der Proteinqualitit. Eine aktuelle Studie im Mausmodell zeigt, dass die Depletion

seneszenter Zellen im gealterten Organismus die gesunde Lebenszeit deutlich verldngern kann
[2].

Alterung beinhaltet in der Gesamtheit verschiedene charakteristische Phénotypen. Die
umfassendste Einteilung dieser Phénotypen basiert auf neun biologisch messbaren und

beschreibbaren Kennzeichen (Ahallmarks) [3]:

1. Reduktion der Stammzell-Erneuerung

2. Zelluldre Seneszenz

3. Genomische Instabilitit

4. Abnahme der Telomerliange

5. Epigenetische Verdanderungen, wie Histonmodifikationen, DNA-Methylierung und
daraus resultierende transkriptionelle Verdnderungen

6. Reduktion der Proteinqualitdt durch ineffizienten proteasomalen Abbau

7. Deregulation der Antwort auf Signalstoffe und Hormone, insbesondere Insulin

8. Mitochondriale Dysfunktion

9. Veranderte intrazelluldre Signaltransduktion.



Ein weiteres wichtiges Kennzeichen ist die Interaktion seneszenter Zellen mit der zelluldren
Umgebung. Einer der messbaren Faktoren hierbei ist der SASP (Seneszenz-assoziierter
sekretorischer Phénotyp), der sich durch die verdnderte Sekretion von Proteinen wie Proteasen,
Zytokinen und léslichen Rezeptoren auszeichnet und dadurch eine modulierende parakrine und
endokrine Wirkung auf die Umgebung zeigt. Durch seneszente Zellen wird die Homéostase der

Gewebe dementsprechend stark verdndert [4-6].

Die Charakterisierung der verschiedenen Kennzeichen der Alterung zeigt, dass diese oft
miteinander wechselwirken und zusammenhangend betrachtet werden miissen. Zum einen gibt
es Beobachtungen, die darauf hindeuten, dass die fehlende Aktivitat des Telomerase-Proteins
telomerase reverse transcriptase (TERT) zuerst die mitochondriale Dysfunktion auslost, und
erst darauffolgend Effekte wie DNA-Schédden und Induktion von Alterungsphédnotypen auftreten
[7]. Als weiteres Beispiel induziert der Zellzyklusregulator p21 durch seine Wirkung als Inhibitor
der cyclin-dependent-kinase 2 (CDK2) zelluldre Seneszenz. Parallel dazu nimmt die Produktion
von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) in Mitochondrien stark zu. Die
erh6hte ROS-Produktion fithrt unter anderem zur akkumulativen Schédigung des Genoms und
fordert so eine stérkere Seneszenz der Zelle [8]. Eine Reduktion der Mitochondrienmasse
reduziert die Auspragung der Seneszenz und konnte so die Alterung verzogern [9]. Doch neben
der Mitochondrienmasse ist auch die Stabilitét des mitochondrialen Genoms von entscheidender
Bedeutung. Die fehlende Qualitdtssicherung des mitochondrialen Genoms fithrt zu einer
stéarkeren Akkumulation von seneszenten Zellen in vivo und in vitro [10]. Es wére daher eine
plausible Annahme, dass die Modulation eines Kennzeichens der Alterung auf weitere
Kennzeichen wirkt und so die Vitalitdt des gesamten Organismus positiv oder negativ verstarkt
werden kann. Dabei spielen Mechanismen der Qualitédtskontrolle in der Zelle eine besondere
Rolle. Diese sollten daher vertieft untersucht werden, um die Mechanismen der Alterung

verstehen zu konnen.
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5.2. Autophagie ist ein wichtiger Faktor der zellularen

Qualitatskontrolle

Die Autophagie ist ein zelluldrer Prozess, der die Funktionalitdt und Qualitdt von langlebigen
Proteinen und Organellen sicherstellt. Mittels Autophagie, also ,Selbstverdauung® (von
lateinisch: auto- selbst und griechisch: phagein- verdauen), werden defekte Organellen, Proteine
und andere Zellbestandteile abgebaut und die Bausteine wiederverwertet. Dieser in der
Evolution hoch konservierte Prozess wurde bereits im Jahr 1967 erstmalig beschrieben [11]. In
den folgenden Jahren wurde die Autophagie sowohl in der Hefe als auch in mehrzelligen
Organismen detailliert erforscht. Heute wird die Autophagie in drei Arten unterteilt:
Makroautophagie (oft nur als Autophagie betitelt), Mikroautophagie und Chaperon-vermittelte
Autophagie [12, 13]. Die grundlegenden Funktionen sind bei allen drei Arten der Autophagie
sehr dhnlich: Es gibt stets erste initiierende Schritte, die in einer spezifischen Abfolge zur
Formation eines Doppelmembranvesikels fithren, welches sich um die zu degradierende , Fracht“
bildet. Dieses Vesikel wird als Autophagosom bezeichnet. Eine Schliisselrolle bei der Bildung
des Autophagosoms nehmen die Autophagie-verwandten Gene (autophagy-related genes,
ATGs) ein, die zum einem die Initiation der Bildung des Autophagosoms hervorrufen (ATG13,
ATG1, ATG14L) und zum anderen die Reifung und Beladung einer Autophagophore (ATGS
[LC3], ATG12) ermoglichen. Anschlieflend fusioniert dieses Autophagosom mit einem Lysosom
zu eine Autolysosom, was zum Abbau des Inhalts fithrt (Abb. 1). Dieser Prozess wird im
Allgemeinen als zelluldres Recycling verstanden [14]. Wahrend die Makroautophagie ganze
Organellen und groflere Proteine degradiert, kénnen kleine Molekiile direkt mithilfe der
Mikroautophagie durch Membraneinstiilpungen segregiert und verdaut werden. Auch kann
hierbei der Abbau ohne den Transport in einem Phagosom stattfinden. Hierzu koénnen
Chaperone falsch gefaltene Proteine anhand einer spezifischen Aminosduresequenz erkennen,

binden und so direkt zum Lysosom transportieren [15, 16].

Durch die Autophagie konnen mehrere Kennzeichen der Alterung, wie die Reduktion der
Proteinqualitit oder die mitochondriale Dysfunktion, reduziert werden, da sowohl geschidigte

Proteine als auch grofere Organellen wie Mitochondrien selektiv abgebaut werden kénnen [17].
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Dabher ist es nicht tiberraschend, dass eine Reduktion der Autophagie in seneszenten/gealterten

Zellen und Organismen zu beobachten ist [18-21].

5.2.1. Mitochondrien als Ziel der selektiven Autophagie (Mitophagie)

Mitochondrien sind semiautonome Organellen der eukaryotischen Zelle und sind laut der
Endosymbionten-Theorie durch evolutiondren Druck aus prokaryotischen Einzellern durch
Aufnahme in andere Einzeller und stabile Koexistenz entstanden [22]. Mit der stabilen
Vermehrung und Erhaltung durch den Wirt ist die Funktion der Mitochondrien von diesem
stark abhéngig. Heute besitzen diese nur 37 eigene Gene. Von diesen kodieren 13 fiir Proteine,
die vor allem Bestandteile der Atmungskette sind. Die tibrigen 24 Gene kodieren fiir tRNAs
und rRNAs. Diese Reduktion des mitochondrialen Genoms wird durch die Kodierung der
tibrigen mitochondrialen Proteine im nukledren Genom des Wirts ermdglicht [23]. Dabei ist der
Transport der mitochondrialen Proteine durch Signalpeptide an den Proteinen selbst und
gezielte Transporter in den beiden Membranen der Mitochondrien und der mitochondrialen

Matrix stark reguliert [24, 25].

Eine der Hauptfunktionen der Mitochondrien ist die Produktion von Adenosintriphophat
(ATP) mithilfe der Atmungskette. Hierbei wird die Energiegewinnung aus den Produkten des
Zitratzyklus  (NADH/H*, FADH,) genutzt, um einen Protonengradienten im
Intermembranraum der Mitochondrien aufzubauen. Der Riickfluss der Protonen durch den
Komplex V der Atmungskette treibt die Synthese von ATP an. Gleichzeitig ist der
Protonengradient ein wichtiger Faktor zur Qualitdtsmessung des Mitochondriums. Ein Verlust
dieses Gradienten fithrt zur Depolarisation des Mitochondriums und ist in der Lage, eine
Signalkaskade auszulosen, die den Abbau des Mitochondriums foérdert [26]. Relevant fiir die
Alterung ist die Produktion von ROS, die vor allem durch die Aktivitdt der Komplexe I und
IIT entstehen und die mit der Zeit zu einer Ansammlung von Schéden in der Zelle, aber auch in
der mitochondrialen DNA, fithren kénnen [27]. Es ist also wichtig, diese alterungsrelevanten
Mechanismen, mit denen die Zelle diese Zweischneidigkeit der Atmungskette und deren Folgen

reguliert, zu untersuchen [27, 28].
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Mitochondriale Dysfunktion ist ein essentieller Teil der Alterung. Dies ertffnet die Frage, wie
ein Organell kontrolliert werden kann, welches durch eine seiner Hauptfunktionen, die
Energiegewinnung in der Atmungskette, sehr viele Schiden und schédliche Metabolite, wie
ROS, erzeugt [20]. Ein System zur Qualititssicherung der Mitochondrien ist die Mitophagie,
eine spezifische und selektive Form der Autophagie. Dieser Prozess wurde bereits 2001
vorausgesagt [29] und 2005 erstmalig als Mitophagie beschrieben [30]. Derzeit sind zwei

Signalwege bekannt, welche die spezifische Mitophagie regulieren.

5.2.2. Mitophagie-induzierende Signalwege

Der erste gut verstandene Signalweg der Mitophagie ist der PINK/Parkin-Signalweg, welcher
durch mitochondriale Depolarisation aktiviert wird [26]. Im stressfreien Zustand -eines
Mitochondriums wird die Serin-/Threonin-Kinase PINK1 nach der Translation in das
Mitochondrium transportiert und dort durch Enzyme, wie PARL, gespalten und inaktiviert
[31]. Die Spaltprodukte werden wieder ins Zytoplasma hinaus transportiert und vermutlich
durch das 26S-Proteasom degradiert [32, 33]. Wird ein Mitochondrium geschiadigt und der
Protonengradient dereguliert, so kann der PINKI-Transport in das Mitochondrium nicht
aufrechterhalten werden, und PINK1 wird somit nicht inaktiviert. Dies fiithrt zur
Autophosphorylierung, Dimerisierung und Lokalisierung von PINK1 an der dufleren Membran
dieses Mitochondriums [34, 35]. Diese Selbstaktivierung fithrt zu einer Interaktion mit der E3-
Ubiquitin-Ligase Parkin. PINK1 kann Parkin phosphorylieren und somit aktivieren, so dass
mehrere mitochondriale Proteine durch Parkin ubiquitiniert werden [36, 37]. Es folgt die
Segregation des einzelnen defekten Mitochondriums aus dem mitochondrialen Netzwerk und
daraufhin die Interaktion mit Proteinen, welche die Ubiquitinierung erkennen und die
Aufnahme des Mitochondriums in ein Autophagosom foérdern [36]. Mittels Mitophagie wird das

geschidigte Mitochondrium im Autolysosom letztlich abgebaut [38].
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Abb. 1: Funktioneller Ablauf der speziellen mitochondrialen Autophagie (Mitophagie).

Die Zahl beschadigter Mitochondrien kann durch Abtrennung dieser aus dem mitochondrialen Netzwerk
reduziert werden. Abgetrennte Mitochondrien werden durch die Mitophagie recycelt und als Aminoséuren,
Nukleotide und Lipide ins System zuriickgefithrt. Der Ablauf der Autophagie kann dabei in verschiedene
Phasen unterteilt werden. Zuerst bildet sich die Phagophore, bestehend aus einer Lipiddoppelschicht, die
aus verschiedenen Komponenten, wie dem lipidierten Protein LC3-II, geformt wird. Die Interaktion
zwischen den Proteinen in der Phagophore und den Proteinen und Organellen, die abgebaut werden sollen,
ist notwendig, um das Ummanteln dieser im Autophagosom zu erméglichen. Oft interagieren die Proteine
mit ihrer LIR-Doméne (hier BNIP3L) mit dem lipidierten LC3-II, welches in der Phagophore verankert
ist. Dieser Schritt wird als Reifung der Phagophore bezeichnet. Im néchsten Schritt fusioniert das
Autophagosom mit einem Lysosom und bildet somit ein Autolysosom. Darauf folgt die Degradation des
Inhalts. Modifiziert nach Choi et al, 2013 [1].

Der zweite Signalweg der Mitophagie wird als Rezeptor-vermittelte Mitophagie beschrieben.

Bei dieser gibt es mehrere Proteine, welche selektiv defekte Mitochondrien fiir die Mitophagie
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markieren, mit Autophagosomen interagieren und so die Einkapselung fordern [39]. Die Proteine
Bcl2/adenovirus E1B 19 kDa-interacting protein 3 (BNIP3), BNIP3-like (BNIP3L) und FUN14
domain-containing 1 (FUDNC1) sind die drei am besten untersuchten Regulatoren dieser Art
der Mitophagie. Sie werden an der &aufleren mitochondrialen Matrix exprimiert. Eine
Gemeinsamkeit dieser Proteine ist die LC3-interacting region (LIR)-Doméne, welche fir die
selektive Beladung von Mitochondrien in die Autophagosomen verantwortlich ist. Unter
Stresseinwirkung werden diese Rezeptoren modifiziert und aktiviert. Ein Beispiel hierfiir stellt
die Erythropoese dar, in deren Verlauf Erythrozyten ohne Mitochondrien entstehen. Hierbei ist
BNIP3L von entscheidender Bedeutung: Wenn ein Mitochondrium entsorgt werden soll, wird
BNIP3L aktiviert und homodimerisiert (Abb. 1). Dadurch kann die LIR-Doméne effektiver LC3
binden. Da dieses Protein direkt an dem Aufbau und der Stabilitit, aber auch der selektiven
Beladung des Autophagosoms beteiligt ist, kann das Mitochondrium umschlossen und wenig

spéter abgebaut werden [40].

5.2.3. Mitochondrien in der Alterung

Mitochondriale Qualitdtskontrolle in Form von gezielter Autophagie ist ein essentieller Faktor,
um negative Effekte auf die Zelle durch geschidigte oder deregulierte Mitochondrien zu
begrenzen [41-43]. Dementsprechend ist die Autophagie in der Seneszenz und Alterung
reduziert [19, 44, 45]. Dies fithrt dazu, dass die Qualitét der Mitochondrien in der Summe sinkt.
Beispiele hierfiir sind die reduzierte Aktivitit der Atmungskette und die zunehmende
Aggregation des mitochondrialen Netzwerks in der Haut von gealterten Menschen [46] (Abb.

2).
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Kontrolle Seneszent

Abb. 2: Mitochondrien-Aggregation in humanen dermalen Fibroblasten vor wund nach
stressinduzierter Seneszenz.

Die mitochondriale Netzwerkstruktur in humanen dermalen Fibroblasten ist nach Induktion der Seneszenz
stark aggregiert. Gezeigt sind Zellen vor und nach Induktion der Seneszenz mittels ionisierender
Gammabestrahlung (yIR; 20 Gy). Nach vier Tagen wurden die Zellen fixiert und die Mitochondrien
wurden mittels immunzytochemischer Farbung mit dem Antikérper MTCO02 (Abcam, ab3298) in einer
konfokal-mikroskopischen Aufnahme detektiert. Mithilfe des Programms ImageJ wurde ein bindres Bild
generiert, um die Unterschiede zwischen den mitochondrialen Netzwerken hervorzuheben. Mitochondrien
sind rot und Zellkerne blau [Farbung mit 4 ',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPT)] dargestellt.

Mitophagie wird vor allem durch die Dynamik des mitochondrialen Netzwerks reguliert:
Segregierte Mitochondrien kénnen effizienter durch die Mitophagie abgebaut werden als
Mitochondrien in einem dichten Netzwerk [28]. Dafiir ist es notwendig, dass geschidigte
Mitochondrien nicht nur markiert, sondern auch vom mitochondrialen Netzwerk getrennt
werden [47]. Das Gleichgewicht zwischen mitochondrialer Fusion und Spaltung wird vor allem
durch die Aktivitdt einiger weniger Enzyme bestimmt, die zur Familie der monomeren
Guanosintriphosphatasen (GTPasen) gehoren [48]. Zur Abspaltung einzelner Mitochondrien
wird das zytoplasmatische Protein dynamin-1-like protein (DRP1) benotigt. Fir die Fusion der
duBeren mitochondrialen Matrix sind die membrangebundenen Proteine Mitofusin 1 (MFN1)
und Mitofusin 2 (MFN2) verantwortlich. Fiir die Fusion der inneren mitochondrialen Membran
ist das in der inneren Membran befindliche Protein optic atrophy protein 1 (OPAl)
entscheidend. Die Regulation der Spaltungs- und Fusionsprozesse miindet in einem Tauziehen

um ein Gleichgewicht, dass das mitochondriale Netzwerk moduliert.
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Abb. 3: Regulation des mitochondrialen Netzwerks durch OPA1.

Die Vernetzung des mitochondrialen Netzwerks wird unter anderem durch die Expression von
mitochondrialen OPA1 reguliert. Die lange Form L-OPA1 fordert die Fusion der mitochondrialen inneren
Membran und ermoglicht die Vernetzung von Mitochondrien. Wird die lange Form durch die
Metalloprotease OMA1 geschnitten, so entsteht die kurze Form S-OPA1, welche die Fusion nicht reguliert.
Durch das dynamische Verschieben des Gleichgewichts zugunsten einer der beiden OPA1-Formen kann
das mitochondriale Netzwerk oder die mitochondriale Spaltung gestéirkt werden. Modifiziert nach Wai und
Langer 2016 [50].

Dabei kann eine leichte Verschiebung des Gleichgewichts drastische Effekte auslosen [49]. Die
Regulation des Fusionsproteins OPAT1 ist mit der Abspaltung seines Membranankers bildlich
erklarbar: Das Protein ist in seiner vollen Lénge aktiv, an der inneren Membran verankert und
fordert so die Fusion der Mitochondrien. Wirken jedoch Stressoren auf das Mitochondrium, wie
beispielsweise der Verlust des Membranpotentials, so wird die Metalloendopeptidase OMA1
aktiviert. Diese kann OPA1 an einer spezifischen Schnittstelle spalten und so von der inneren
Membran trennen (Abb. 3). Es gibt somit zwei Formen des Proteins OPA1: Die aktive lange
Form L-OPA1 und die inaktive kurze Form S-OPA1 [50, 51]. Die Stabilisierung des L-OPA1-
Proteins an der inneren Membran fiihrt zu einer starken Aggregation von Mitochondrien [52].
Nach Inhibition von OMA1 fusionieren die Mitochondrien verstirkt und bilden grofle, sehr
stabile Netzwerke. Interessant ist hierbei, dass die Mitophagie in diesem System deutlich
abnimmt [53]. Diese Beobachtungen zeigen, dass die Regulation der mitochondrialen
Morphologie einen wichtigen Bestandteil der Qualitatskontrolle darstellt.
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5.3. MikroRNAs als Modulatoren der Genexpression

Es gibt mehrere Moglichkeiten, die Expression eines Gens zu regulieren. Die wichtigste ist die
Bindung von Transkriptionsfaktoren oder Repressorkomplexen an die jeweilige Promotorregion
und somit die Regulation der Transkription. Die vollendete Transkription und das
darauffolgende Spleifien fithren zur reifen messenger RNA (mRNA), welche mithilfe der
Ribosomen in Proteine translatiert wird. In den letzten Jahrzehnten wurde eine weitere
Méglichkeit, die RNA-Interferenz, erforscht. Diese erméglicht der Zelle posttranskriptionell die
Proteinexpression zu regulieren und situationsabhingig schnell zu modulieren. Das System
beruht auf endogenen mikroRNAs (miRNA). Die miRNAs sind eine grofie Familie nicht-
kodierender RNAs mit einer Linge von 20-22 Nukleotiden, von denen zurzeit angenommen
wird, dass sie die Expression von bis zu 50% der Proteine in Sdugern modulieren kénnen [54].
Die miRNAs binden in den meisten Féallen an das 3'-Ende der untranslatierten Region (UTR)
und in seltenen Féllen an das 5'-Ende der UTR der mRNA, wodurch die effektive Translation

inhibiert oder der Abbau der gesamten mRNA induziert wird [55].

Die miRNAs werden, &hnlich wie Proteine, durch Gene im Genom codiert [56]. Nach der
Transkription der miRNA entsteht die pri-miRNA. Diese wird durch spezifische Proteine, wie
Ribonuclease 3 (DROSHA) und Microprocessor complex subunit DGCRS (DGCRS) durch
Spaltung in eine dreidimensionale Struktur in Form einer Haarnadel umgewandelt. Diese
miRNA-Form wird preemiRNA genannt. Darauf folgt der Export der pre-miRNA aus dem
Zellkern in das Zytoplasma durch Exportin-5/Ran-GTP. Im Zytoplasma wird diese durch die
Enzyme Dicer und TRBP in die inaktive miRNA-Form umgewandelt, welche eine Duplex-
Struktur besitzt. Die Aktivitdat einer RNA-spaltenden Helikase ermoglicht eine weitere Spaltung
der miRNA, welche zu einer Aktivierung der miRNA fiihrt. Mit Hilfe des RNA induced silencing
complex (RISC) kann die miRNA an die mRNA der Zielgene anlagern und die Translation
inhibieren. Die Ubereinstimmung der Bindesequenz ist entscheidend dafiir, ob nur die
Translation inhibiert wird oder die gesamte mRNA abgebaut wird. Die meisten miRNAs kénnen

die Expression auch ohne eine 100%ige Sequenzkomplementaritét effizient regulieren [57-63].
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5.3.1. Die Rolle der miRNAs in Seneszenz und Alterung

MikroRNAs spielen in vielen Signalwegen der Zelle eine wichtige Rolle und sind hierbei an der
Regulation von Alterung und Seneszenz mafigeblich beteiligt. Einige miRNAs kénnen Seneszenz
inhibieren oder verzogern. Die inhibitorische Wirkung von miRNAs auf die Expression der
Zellzyklusregulatoren, wie beispielsweise p21 [64-66], p16 [67] oder p53 [68] zeigt deutlich, dass
miRNAs Seneszenz effektiv verhindern kénnen. Andererseits konnen miRNAs zellulédre
Seneszenz auch induzieren. Hierbei wird die Translation von Proteinen inhibiert, welche die
Proliferation und Stabilitdt des Genoms fordern. Ein Beispiel ist die miR-34a-vermittelte
Reduktion der Expression von TERT, welches fiir die Telomer-Erhaltung zusténdig ist [69].
Einige miRNAs sind auch an der Modulation der Lebenserwartung beteiligt: miR-14 in
Drosophila melanogaster beispielsweise ist entscheidend fiir Seneszenzinduktion. Fine Mutation
dieser miRNA reduziert die Alterung und verlangert die Lebenszeit der Fliege signifikant [70].
Ein Zusammenhang zwischen Mitochondrienfunktionalitdt und Alterung konnte ebenfalls in
miRNA-Studien gefunden werden. In der Leber von Méusen verschiedenen Alters wurde hierbei
deutlich, dass die Expression der meisten miRNAs im Alter zunimmt. Dabei wurden z.B.
verschieden Zielproteine herunterreguliert, die im Besonderen die mitochondrialen Funktionen
erhalten sollen. Unter anderem war die Expression verschiedener Glutathion S-Transferasen
(Gstzl, Gstml1, Gsttl) reduziert und somit eine mogliche Verbindung zu zunehmenden ROS-

Mengen in geschiadigten Mitochondrien beschrieben [71].

5.3.2. Rolle von miR-15b in der Alterung

Die MikroRNA miR-15b besitzt sowohl proproliferative als auch antiproliferative Wirkungen,
letztere iiber eine negative Regulation der Zellzyklusprogression. Eine hohe Expression von
miR-15b beim Leberkarzinom korreliert mit einer schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit
[72]. Ebenfalls erhoht sich die Metastasierungs- und Migrationsfahigkeit mit zunehmender miR-
15b-Expression [73]. Auch in Lymphomen wird diese miRNA als transformierend und
proproliferativ beschrieben [74]. Im Gegensatz zu diesen Befunden reduziert die Uberexpression
von miR-15b in HepG2-Zellen die Proliferationsrate der Zellen und reguliert das Onkogen B-

cell leukemia/lymphoma 2 (BCL2) auf mRNA-Niveau herunter [75]. In Osteoblasten reduzierte
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die Zunahme von miR-15b ebenfalls einen Anstieg der Proliferation [76]. Auch konnte die
Uberexpression von miR-15b in embryonalen Rattenzellen eine Reduktion der Proliferation
durch Inhibition der ERK1-Expression auslosen [77]. Eine direktere negative Wirkung von miR-
15b auf die Proliferation konnte durch die Inhibition der Translation des Proteins Cyclin D1
gezeigt werden [78, T79]. Die Expression der miR-15b ist in seneszenten humanen
Hautfibroblasten stark reduziert [80] und im gleichen Zusammenhang wird dessen Target
mitogen-activated protein kinase kinase 4 (MKK4) hochreguliert [81]. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde eine weitere Funktion von miR-15b als Inhibitor der Expression des
metabolischen Tumorsuppressors SIRT4 in der zelluldren Seneszenz identifiziert [82]. Die
Inhibition von miR-15b fiihrte hierbei durch Herunterregulation von SIRT4 zu einer

veranderten mitochondrialen Morphologie und verringerten mitochondrialen Funktion.

5.4. Funktion der Sirtuine in der zellularen Stressantwort

In S&dugern werden sieben Sirtuine exprimiert, die eine starke Homologie zum einzigen Sirtuin
der Béckerhefe (Saccharomyces cerevisiae), Sir2p, besitzen [83]. Sir2p fungiert unter
Kalorienrestriktion als Histon-Deacetylase und verlingert dadurch die Lebensspanne der
Hefezelle [84]. Die sieben Sauger-Sirtuine sind primér beschrieben als NAD*-abhingige
Deacetylasen. Dennoch besitzen die meisten Isoformen auch verschiedene andere enzymatische
Aktivitaten [85] (Abb. 4). Sirtuine sind aufgrund ihrer NAD'-Abhéngigkeit wichtige
Signalkomponenten, die wesentlich zur Reaktion der Zelle auf Stress und FEnergiedefizite
beitragen [86]. Sie sind an verschiedenen intrazelluldren Signalwegen und Prozessen der Zelle

beteiligt und kénnen unter anderem auch in Sdugern die Lebensspanne regulieren [87].

5.4.1. Humane Sirtuine

Es werden primér nukledre (SIRT1, SIRT6 und SIRTT), zytoplasmatische (SIRT2) und
mitochondriale (SIRT3, SIRT4 und SIRT5) Sirtuine unterschieden [83]. Neben dem

konservierten NAD™bindenden Bereich besitzen humane Sirtuine unterschiedliche N- und C-
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Termini, die wahrscheinlich fir die subzellulire Lokalisation und Substratspezifitét
verantwortlich sind [86]. Werden die N-Termini deletiert, so konnen mitochondriale Sirtuine
nicht in Mitochondrien transportiert werden (Abb. 4). Im Falle von SIRT4 befindet sich das
mitochondriale Translokationssignal (MTS) innerhalb der ersten 28 Aminoséduren (AS) [88].
Der stark homologe Bereich in der Mitte des Proteins konzentriert sich um ein
hochkonserviertes Histidin. Dieses fungiert als Protonenakzeptor und ist fiir die enzymatische

Aktivitat unabdingbar [88].

Katalytische B Priméare
Molekulare Funktion N-Terminus  Domane C-Terminus Lange (AS) | okalisation

Deacetylase, Decrotonylase  SIRT1 [ M —————1 74 Zellkern
Deacetylase, ADP-Ribosyltransferase, H
Decrotonylase, Demyristoylase SIRT2 389 Zytoplasma

126 382
Deacetylase, Decrotonylase  SIRT3 [ T | 399 Mitochondrium

-Ri 2 280
ADP-Ribosyltransferase, Deacetylase, SIRT4 E_:l 314 Mitochondrium

Deacylase, Lipoamidase

Deacetylase, Desuccinylase, 4 09

1 3|
[ i i
Deglutarylase, Demalonylase SIRTS 310 Mitochondrium
Deacetylase, ADP-Ribosyltransferase, 35 274
- CEE |
Demyristoylase SIRT6 355 Zellkern
90 331
Deacetylase ~ SIRT7 C N 400 Zellkern
His

Abb. 4: Schematische Struktur der humanen Sirtuin-Familie.

Die katalytische Doméne des Proteins (schwarz) beinhaltet im Kern ein Histidin (rot), das als
Elektronenakzeptor agiert und die NAD"-abhéngige Enzymaktivitat ermdglicht. Die zentrale Doméne
wird von isoformspezifischen N- und C-Termini (weif}) umrahmt.

Nukledre Sirtuine interagieren am héufigsten mit expressionsmodulierenden Proteinen. Oft sind
die Interaktoren Histone, die deacetyliert werden, wodurch die Expression spezifischer Gene
reguliert wird. Das zytoplasmatische SIRT2 hat ein sehr breites Spektrum an Interaktoren und
enzymatischen Aktivitdten. Mitochondriale Sirtuine sind Regulatoren von metabolischen
Enzymkaskaden. Sie kénnen Signalwege direkt modulieren und so, wie im Fall der Inaktivierung
der Glutamatdehydrogenase (GDH) oder Pyruvatdehydrogenase (PDH), den Citratzyklus und

die Energiegewinnung im Mitochondrium regulieren [89].
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5.4.2. Nukleare und zytoplasmatische Sirtuine

Eines der am besten untersuchten Sirtuine ist das nukledre SIRT1. Es besitzt die hochste
Homologie zum Sir2p der Hefe. SIRT1 inhibiert Apoptose [90], die Glukoneogenese [91] und die
glukoseabhéngige Insulinsekretion [92]. Eine weitere wichtige Eigenschaft von SIRT1 ist die
Funktion in der DNA-Reparatur, wobei SIRT1 mithilfe der enzymatischen Deacetylaseaktivitét

die Reparatur von Doppelstrangbriichen fordert [93, 94].

Das zytoplasmatische SIRT2 inhibiert die transkriptionelle Aktivitat von Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARyY) und hat so eine positive Wirkung auf die
Lipidsynthese [95]. Es modifiziert aber auch zum groflen Teil Proteine, welche die
Energiehoméostase regulieren, wie das peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator I-alpha (PGC-la) [96, 97]. Durch Deacetylierung kann es die Glukokinase
regulieren [98]. Zudem hat SIRT2 eine Funktion in der Genomstabilitit, indem es als
Deacetylase von Cdk9 den Mitose-Arrest auflost und die Mitose fortschreiten ldsst [99]. Auch
kann eine Inhibition der SIRT2 Deacetylaseaktivitit die Stabilitédt von Mikrotubuli beeinflussen

und so starken zelluléren Stress auslosen [100].

Das nukledre SIRT6 modifiziert Histon H3 durch Deacetylierung und moduliert dadurch unter
anderem die Genexpression von HIF1a. Daraus folgt eine erh6éhte Glukoseaufnahme in SIRT6-
defizienten M&ausen. Diese entwickeln sich zwar normal, doch sterben sie deutlich frither an
einer Hypoglykédmie und eignen sich somit auch als metabolisches Alterungsmodell [101]. Durch

den Verlust von SIRT6 entsteht dariiber hinaus eine hohe genomische Instabilitat [102, 103].

Auch SIRTY7 interagiert mit Histonen. Durch Deacetylierung von Histon H3 erméglicht es eine
effizientere DNA-Rekrutierung von 53BP1, einem wichtigen Regulator der DNA-Reparatur,
und kann so die Reparatur von DNA-Schéden verstérken [104]. In der Summe ist zu beobachten,
dass diese Enzyme die Genomstabilitit und die metabolische Homoostase der Zelle auf
verschiedenste Weise regulieren kénnen und zudem in die Regulation der Alterung wesentlich

involviert sind.

22



5.4.3. Die mitochondrialen Sirtuine SIRT3, SIRT4 und SIRT5

Mitochondriale Sirtuine sind besonders wichtig fiir die Substratmetabolisierung und
Energiestatusregulation der Zelle. Hierbei besitzen SIRT3 und SIRT4 oft antagonistische
Funktionen [105]. Dies betrifft z.B. die anaplerotischen Reaktionen des Zitratzyklus. Wahrend
SIRT3 die GDH, eines der zentralsten Proteine im mitochondrialen Stoffwechsel, welches
L-Glutamat zu a-Ketoglutarat umwandelt, aktiviert [106], kann SIRT4 GDH inaktivieren [88].
Eine dhnliche Funktion haben SIRT3 und SIRT4 in der Regulation der Pyruvatdehydrogenase
(PDH): SIRT3 deacetyliert die PDH-Untereinheit E1a und aktiviert die Produktion von Acetyl-
Coenzym A (Acetyl-CoA) [107]. SIRT4 kann dagegen den Liponamid-Rest an der PDH-
Untereinheit E2 (DLAT) hydrolysieren und so die PDH-Aktivitéat inhibieren [108]. Im Falle des
Diabetes Typ 2 ist die SIRT3-Proteinmenge in Pankreasinseln reduziert [109] und eine
entsprechende Uberexpression kann wieder zu einer verstirkten Insulinsekretion fithren [110].
Wohingegen die SIRT4-Inaktivierung zu einer erhdhten Insulinsekretion fithren kann [111]. Des
Weiteren reduziert SIRT3 die Bildung von ROS durch Deacetylierung und Aktivierung der
antioxidativen Funktion der superoxide dismutase 2 (SOD2) [112, 113] und anderer
Komponenten der mitochondrialen Atmungskette [89, 114]. Im Gegensatz zu SIRT3 fordert die
Uberexpression von SIRT4 eine Zunahme der ROS-Produktion in Mitochondrien und reduziert
deren Qualitédt, wie in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden konnte [82]. Es ist
erwahnenswert, dass SIRT3 die wichtigste Deacetylase im Mitochondrium ist, und dass ein
Knockout des Sirt3Gens zu einer starken Zunahme von acetylierten, mitochondrial lokalisierten

Proteinen fithrt [115].

SIRT5 wurde als Deacetylase, Demalonylase, Deglutarylase und Desuccinylase beschrieben [85,
116-118]. SIRTH wird, wie auch SIRT3, durch die Aktivitit von PGC-la transkriptionell
reguliert und bei Energiemangel nimmt dessen Expression zu [119-121]. Durch die Regulation
von SIRT3 und SIRT5 kann PGC-1a so den Harnstoffzyklus in der Leber hochregulieren.
SIRT5 deacetyliert und aktiviert hierbei die carbamoyl phosphate synthetase 1 (CPS1), die im
Harnstoff-Zyklus als Initiator agiert [122]. Ebenfalls kann SIRTS superoxide dismutase 1
(SOD1) binden und den Succinyl-Rest abbauen. Diese Modifizierung erhoht die SODI-
Aktivitat, die die ROS-Produktion in der Zelle reduziert [123]. Zusammengefasst scheint,

SIRT5, wie SIRTS3, die Produktion von ROS zu inhibieren.
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Verglichen mit den zahlreich beschriebenen Substraten von SIRT3 als Deacetylase sind von
SIRT4 bisher nur wenige Interaktoren bekannt. SIRT4 ist zusammen mit GDH als Substrat
eine ADP-Ribosyltransferase [88], wihrend es mit dem PDH-Komplex eine Lipoamidase-
Aktivitat aufweist [108]. Ein weiteres Substrat von SIRT4 stellt die Malonyl-CoA-
Decarboxylase (MCD) im Lipidstoffwechsel dar, welche durch SIRT4 deacetyliert wird,
wodurch weniger Acetyl-CoA aus Malonyl-CoA generiert wird [124, 125]. SchlieBlich kann
SIRT4 auch als Lysin-Deacylase agieren und so posttranslationale Modifikationen an Proteinen
wie z.B. methylcrotonyl-CoA carboxylase A (MCCA) reduzieren. Somit agiert SIRT4 in diesem

Fall als Regulator des Leucin-Metabolismus [126].

5.4.4. Hinweise auf eine Rolle von SIRT4 in der zellularen Seneszenz und
mitochondrialen Qualitdtskontrolle

Neben der regulatorischen Rolle im mitochondrialen Metabolismus scheint SIRT4 auch in der
Alterung eine Funktion einzunehmen. Einer der deutlichsten Hinweise darauf ist die Regulation
der SIRT4-Expression durch die Lysin-spezifische Histon-Demethylase 1A (LSD1). Wird die
Expression von SIRT4 in Trophoblasten-Stammzellen tiber LSD1-Hemmung hochreguliert, so
werden diese Zellen seneszent und verlieren die Stammzelleigenschaften [127]. Diese
Beobachtung lasst sich sehr gut auf zwei der , hallmarks* der Alterung anwenden: Seneszenz
und Stammzellverlust (Lopez-Otin et al 2013). Die negative Regulation der Insulinsekretion
durch SIRT4 in Mausen [111] korreliert mit einem weiteren Seneszenzmarker, der Deregulation

der Antwort auf Signalstoffe, insbesondere im Insulin-Signalweg.

Wird die Expression von SIRT4 in verschiedenen Tumorarten verglichen mit gesundem Gewebe
betrachtet, so deutet die Reduktion der SIRT4-Menge in transformierten Zelltypen darauf hin,
dass es als Tumorsuppressor fungiert [88, 111]. Beim Brust- und Oesophaguskrebs korreliert die
Reduktion der SIRT4-Expression mit einer niedrigen Uberlebenswahrscheinlichkeit [128, 129].
Auch der Knockout des Sirt4-Gens duflert sich in der spontanen Bildung von Lungentumoren
[130]. Entschprechend diesen Befunden fordert die Uberexpression von SIRT4 im Darmkrebs,

in dem die SIRT4-Menge signifikant reduziert ist, eine Reduktion der Proliferation, inhibiert

24



den Glutaminmetabolismus und erhéht in therapeutischer Kombination mit Glykolyse-

Inhibitoren die Zelltodrate [131].

Des Weiteren scheint SIRT4 einen Einfluss auf Form und Qualitdat der Mitochondrien zu haben
[132]. Durch Hochregulation von SIRT4 werden die Mitochondrien stérker fusioniert und das
Netzwerk statischer. Eine mogliche Funktion koénnte durch eine SIRT4 abhingige Inhibierung
der Drpl-Rekrutierung an der mitochondrialen Membran sein. Dies fiihrt zu einer Reduktion
der mitochondrialen Trennung und einem stabileren und statischeren mitochondrialen
Netzwerk. Zudem wirkt die Expression von SIRT4 negativ auf die mitochondriale Atmung [133,
134]. Allerdings ist bisher unklar, ob die Reduktion der mitochondrialen Atmung durch SIRT4
eine Folge der Veranderung der mitochondrialen Fusion bzw. Trennung und somit der
Inhibition der Mitophagie ist, oder ob sie durch direkte Interaktion zwischen SIRT4 und der
Atmungskette und somit Inhibition dieser entsteht. Die Regulation der Atmungskette durch
SIRT4 kénnte durch dessen Interaktion mit Komponenten der ATP-Synthase erklart werden.
Diese Interaktion wurde bereits in massenspektrometrischen Studien beobachtet [89]. Die
Reduktion der Mitochondrienqualitdat und Funktion ist ein weiteres Kennzeichen der Alterung
wobei SIRT4 die Mitochondrienqualitdt negativ reguliert und somit moglicherweise die
Seneszenz und Alterung fordert. Diese putative Rolle von SIRT4 in der Alterung korreliert

dabei mit dessen Funktion als metabolischer Tumorsuppressor.

5.5. Zielsetzung

Verschiedene Literaturbefunde lielen auf einen Zusammenhang zwischen der stressassoziierten
Hochregulation des mitochondrialen Sirtuins und metabolischen Tumorsuppressors SIRT4 und
dessen Funktion als méglicher Modulator der mitochondrialen Struktur und Funktion
riickschlieflen. Es konnte gezeigt werden, dass SIRT4 durch extrinsische Noxen, wie z.B. UV-
Strahlung, induziert wird und anti-proliferativ wirkt, wahrend die Expression von SIRT4 in
Tumorzellen oft runterreguliert ist. Die stressassoziierte Regulation der SIRT4-Expression sowie
die zelluldre und mitochondriale (evtl. auch extramitochondriale) Rolle von SIRT4 in der
zelluldren Seneszenz und Alterung waren zu Beginn dieser Arbeit unklar. Daher sollten in

diesem Zusammenhang insbesondere die folgenden Fragen geklért werden:
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1. Wie wird die Expression von SIRT4 in seneszenten Zellen reguliert und welche
Auswirkungen ergeben sich hierbei insbesondere auf das SASP?

2. Welche Auswirkung hat eine erhdhte, stressinduzierte Expression von SIRT4 auf die
mitochondriale Funktion und Qualitatskontrolle, und welche molekularen Mechanismen
sind hierbei involviert?

3. Hat SIRT4 neben seiner mitochondrialen Rolle moglicherweise auch eine
extra-mitochondriale ~ Funktion?  Dieser = Punkt sollte mit  Hilfe einer
massenspektrometrischen Analyse des zellularen SIRT4-Interaktoms geklart werden.

4. Schliefllich sollte eine neuartige C-terminale Prozessierung von SIRT4 in Mitochondrien

auf molekularer Ebene weitergehend charakterisiert werden.

Die Bearbeitung dieser Punkte sollte zu einem besseren Verstiandnis der zelluldren Funktion
des Tumorsuppressors SIRT4 in der stressinduzierten Seneszenz und zelluldren Alterung

beitragen.
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6.1. MicroRNA-15b regulates mitochondrial ROS production
and the senescence-associated secretory phenotype through

sirtuin 4/SIRT4

Lang A*, Grether-Beck S*, Singh M*, Kuck F, Jakob S, Kefalas A, Altinoluk-Hambiichen S,
Graffmann N, Schneider M, Lindecke A, Brenden H, Felsner I, Ezzahoini H, Marini A, Weinhold
S, Vierkotter A, Tigges J, Schmidt S, Stihler K, Koéhrer K, Uhrberg M, Haendeler J,
Krutmann®* J and  Piekorz RP* — Aging (Albany NY). 2016;  8:484-505.

https://doi.org/10.18632/aging.100905. (*shared first/last authorships).

6.1.1. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der regulatorischen Funktion der
MikroRNA-15b (miR-15b) auf die seneszenzassoziierte Expression des mitochondrialen Sirtuins
SIRT4 und einer méglichen Funktion dieses Proteins in der Alterung erarbeitet. Hierzu wurde
die Korrelation zwischen der Abnahme der Expression von miR-15b und der Zunahme von
SIRT4 in verschiedenen zellulédren Seneszenzmodellen sowie in vivo in humaner photogealterter
Haut charakterisiert. Im weiteren Verlauf wurde die aktive und entsprechend inverse Regulation
der SIRT4-Expression durch die Transfektion von miR-15b-Inhibitoren oder miR-15b-Mimetika
auf mRNA- und Proteinniveau nachgewiesen. In diesem Modell der miR-15b-vermittelten,
moderaten Hochregulation der SIRT4-Menge wurde beobachtet, dass die Zunahme von SIRT4
eine regulatorische Wirkung auf den seneszenzassoziierten sekretorischen Phanotyp (SASP), auf
die Expression nukledr-kodierter, mitochondrialer Gene und auf spezifische mitochondriale
Funktionen und die mitochondriale Morphologie besitzt. Mithilfe der gPCR-Methode wurde die
nach SIRT4-Hochregulation erniedrigte der Expression mitochondrialer Gene untersucht,

welche die Integritdt und Funktion der Mitochondrien stabilisieren. Dabei handelte es sich um
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Cytochrom ¢ (CytC), eine wichtige Komponente der Atmungskette, sowie um den
mitochondrialen Transkriptionsfaktor A (TFAM) und den nuclear respiratory factor 1 (NRF1),
welche wesentlich die mitochondriale Genexpression und antioxidative Antwort steuern.
Ebenfalls konnte eine Reduktion der Expression von SASP-Faktoren beobachtet werden. Hierzu
wurde die Sekretion des Chemokins /nterleukin-8 (IL-8), der Interleukine IL-6, IL-1a, IL-1f3,
des Interferons IFNy sowie des vascular endothelial growth factor (VEGF) untersucht. Diese
Komponenten des SASP stehen im Zusammenhang mit Seneszenz als Modulatoren der
zelluldren Umgebung. Durch diese wird in vivo unter anderem die Aktivitat der Immunantwort,
Migration von verschiedenen Zellen in das Gewebe und die Regulation der Versorgung mit
Néhrstoffen durch das Blutsystem moduliert. Neben der regulierenden Wirkung auf das SASP
konnte eine Reduktion des Membranpotentials der Mitochondrien nach Hochregulation der
SIRT4-Expresssion beobachtet werden. Parallel dazu nahm die mitochondriale ROS-Menge zu
und die Morphologie der Mitochondrien verédnderte sich. Diese nahmen hierbei mehr Flache ein
und wurden im Durchmesser breiter. Somit konnten in dieser Publikation ein Effekt von miR-
15b auf die Modulation der Seneszenz durch Inhibition von SIRT4 analysiert und Effekte auf

die mitochondriale Qualitat in den Fokus gesetzt werden.

Der Autor der vorliegenden Dissertation erarbeitete ca. 50% der Daten dieser Publikation. Dazu
zdhlen die Etablierung der Modulation der SIRT4-Expression durch Transfektion von miR-15b-
Inhibitoren und der Cotransfektion mit SIRT4-siRNAs in humane dermale Fibroblasten.
Ebenfalls wurde die Quantifizierung der SIRT4-Protein-Menge mithilfe der ELISA-Methode
und der Konfokalmikroskopie etabliert und optimiert. Neben der Auswertung der Modulation
des SASP mithilfe der qPCR wurden die Mitochondrienqualitdt, mitochondriale ROS-

Produktion und mitochondriale Morphologie untersucht und ausgewertet.
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Abstract: Mammalian sirtuins are involved in the control of metabolism and life-span regulation. Here, we link the
mitochondrial sirtuin SIRT4 with cellular senescence, skin aging, and mitochondrial dysfunction. SIRT4 expression
significantly increased in human dermal fibroblasts undergoing replicative or stress-induced senescence triggered by UVB
or gamma-irradiation. In-vivo, SIRT4 mRNA levels were upregulated in photoaged vs. non-photoaged human skin.
Interestingly, in all models of cellular senescence and in photoaged skin, upregulation of SIRT4 expression was associated
with decreased levels of miR-15b. The latter was causally linked to increased SIRT4 expression because miR-15b targets a
functional binding site in the $/RT4 gene and transfection of oligonucleotides mimicking miR-15b function prevented SIRT4
upregulation in senescent cells. Importantly, increased SIRT4 negatively impacted on mitochondrial functions and
contributed to the development of a senescent phenotype. Accordingly, we observed that inhibition of miR-15b, in a
SIRT4-dependent manner, increased generation of mitochondrial reactive oxygen species, decreased mitochondrial
membrane potential, and modulated mRNA levels of nuclear encoded mitochondrial genes and components of the
senescence-associated secretory phenotype (SASP). Thus, miR-15b is a negative regulator of stress-induced SIRT4
expression thereby counteracting senescence associated mitochondrial dysfunction and regulating the SASP and possibly
organ aging, such as photoaging of human skin.
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INTRODUCTION

Extrinsic skin aging (i.e., photoaging) is primarily
driven by solar ultraviolet (UV) radiation as a major
environmental noxae [1]. The exact mechanisms, by
which UV radiation lead to skin aging, is an area of
active investigation. Interestingly, it has been shown
that in addition to UV radiation-induced stress
responses in the epidermal compartment, which e.g.
may elicit the production and release of soluble factors
like proteolytic enzymes, damage to dermal fibroblasts
contributes to photoaging as well [2]. Accordingly,
mitochondrial ~dysfunction in dermal fibroblasts
associated with increased production of reactive oxygen
species ("defective powerhouse model”) has been
proposed as a major driving force in extrinsic aging of
human skin (reviewed in [3]). This concept is supported
by the observation of Koziel et al. that in skin
fibroblasts from aged donors the mitochondrial
membrane potential is significantly decreased, whereas
levels of reactive oxygen species (ROS) are increased
[4], a major hallmark of fibroblast aging [5].

In general, these findings are in line with the idea that
DNA damage triggered by UV radiation or other
extrinsic factors, including oxidative stress or cytotoxic
drugs, causes cellular aging referred to as stress-induced
premature senescence (SIPS) [6]. This phenotype is
typically associated with and dependent on
mitochondrial dysfunction [7-11]. In addition, human
cells display an intrinsic type of senescence (replicative
senescence) which is based on the progressive erosion
of telomeres. Senescent cells are characterized by
several features which distinguish them from quiescent
cells reversibly arrested in the G, phase of the cell cycle
[6, 12]. In particular, upon senescence, cells undergo
morphological changes such as flattening and increased
granularity, formation of senescence associated
heterochromatic foci (SAHF) linked to the repression of
proliferative genes and hence DNA synthesis, and
increased senescence associated [3-galactosidase (SA-
Bgal) expression based on an expansion of the
lysosomal compartment [13, 14]. A particular
characteristic of senescent cells is their ability to
produce and secrete various autocrine- or paracrine-
acting factors, including cytokines, growth factors,
proteases, and soluble receptors, giving rise to the so-
called senescence-associated secretory phenotype
(SASP) [14-18]. We recently demonstrated that
premature senescence can also be induced as a
consequence of mitotic spindle stress elicited by cellular
depletion of the centrosomal protein TACC3, a major
regulator of mitotic spindle dynamics [19-21]. In this
model system, centrosomal and spindle dysfunction
were found to modulate post-mitotic senescence

through a p53-p2 1 WVAF dependent pathway [22].

In the present study we investigated the causes for
mitochondrial dysfunction in cellular senescence in
general [10] and fibroblast senescence and photoaging
of human skin in particular [3, 4] by focusing on
sirtuins. Mammalian sirtuins comprise a conserved
protein family of seven members of NAD -dependent
deacetylases or, in the case of SIRT4, ADP-
ribosyltransferases [23, 24], which are all expressed in
human skin [25]. The prototype sirtuin, SIRT1, plays
diverse and senescence/aging-associated roles in
metabolism and stress biology. Downregulation or
inhibition of SIRT1 1is associated with metabolic
dysregulation and antagonization of anti-aging effects
linked to calorie restriction, impaired DNA repair, and
apoptosis in the context of cellular stress responses [26-
28]. Moreover, SIRT1 contributes to telomere
maintenance [29] and is downregulated during cellular
senescence [30]. In contrast to all other sirtuins that
localize in the cytosol or nucleus, SIRT3, SIRT4, and
SIRTS are exclusively found in the mitochondrium, an
organelle linking energy  metabolism/metabolic
homeostasis and aging [31-34]. Important metabolic
enzymes, like glutamate dehydrogenase (GDH) and
pyruvate dehydrogenase (PDH) in the case of SIRT4,
have been identified as specific substrates of
mitochondrial SIRT proteins (mtSIRTSs) [23, 35-37], but
the regulation and putative roles of mtSIRTs, in
particular SIRT4, in intrinsically and extrinsically
induced cellular senescence and tissue aging are
currently poorly understood.

RESULTS AND DISCUSSION

SIRT4 is upregulated in various models of cellular
senescence

In the present study, we addressed a possible role of
mtSIRTs in aging by analyzing their expression during
cellular senescence and tissue aging. Initially, we
observed that STRT4 mRNA levels were upregulated at
later passages during replicative senescence of human
foreskin fibroblasts, comparable to the parallel increase
in expression of the p53-induced cell cycle inhibitor and
senescence effector pZIWAF (Fig. 1A). The increase in
SIRT4 mRNA levels was not specific to replicative
senescence, as SIRT4 transcripts were found at elevated
levels in primary human dermal fibroblasts, in which
senescence was induced extrinsically by repetitive
exposure to low, sublethal doses of ultraviolet radiation
(UV) B radiation [38, 39] (Fig. 1B).

To test whether senescence-associated SIRT4
upregulation was cell-type specific, we next employed
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additional cellular models of premature senescence. We
combined this analysis with gene array-based
expression screens, which included all SIRT isoforms
(suppl. Fig. 1), followed up by reassessment of the
expression of mtSIRTs using quantitative real-time PCR
(qRT-PCR) (Fig. 2). Interestingly, among the seven
sirtuin family members, and in particular among the
mtSIRTs SIRT3, SIRT4, and SIRTS, only SIRT4 was
consistently and significantly upregulated in epithelial
breast adenocarcinoma MCF7 cells undergoing stress-
induced senescence. This result was observed regardless
of whether senescence was triggered by mitotic spindle
stress through depletion of the centrosomal protein
TACC3 [22] or by treatment with gamma-irradiation
(yIR) [40] (suppl. Fig. 1 and Fig. 2A,B). Additionally,
we also subjected primary human dermal fibroblasts to
IR to trigger stress-induced senescence [41]. As

indicated in Fig. 3 and suppl. Fig. 2 (as well as in Fig.
6A at the transcript level), yIR resulted in an increased
protein levels of SIRT4, which colocalized with the
mitochondrial marker MTCO2 (mitochondrially
encoded cytochrome C oxidase II) as observed by
confocal laser scanning microscopy. The relative
fluorescence intensity of cellular SIRT4 signals (as
normalized to MTCO2 signals) was significantly higher
in y-irradiated cells as compared to sham treated
controls (Fig. 3C). ELISA-based quantification of total
cell lysates revealed SIRT4 protein levels which were
increased by approximately 20% in irradiated vs. non-
irradiated cells (Fig. 3D). These findings show that
cellular senescence, either of replicative or stress-
induced nature, is accompanied in a cell type-
independent manner by an increased SIRT4 expression
in mitochondria.
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Figure 1. Increased expression of the mitochondrial sirtuin SIRT4 in human fibroblasts undergoing
replicative or UVB-induced senescence. (A) Concomitant upregulation of SIRT4 and p21"**" expression
during replicative senescence. Human foreskin fibroblast lines (from n=4 donors; mean # s.d.) were analysed at
mRNA levels by quantitative real-time polymerase chain
reaction (qRT-PCR; suppl. Material & Methods). To evaluate statistical significance, ANOVA (on ranks for SIRT4)
SNK were performed (*p<0.05). (B) Primary human dermal fibroblasts (n=4 donors; mean # s.d.) were subjected
to repetitive ultraviolet irradiation (100 J/m2 UVB per day) or infrared irradiation (360 J/m? UVB per day) for a
total of five days. Cells were harvested 24 and 72 h following the last irradiation and SIRT4 mRNA levels were
determined by qRT-PCR. To evaluate statistical significance ANOVA on ranks (SNK) were performed (*p<0.05).

increasing passage numbers for SIRT4 and p21WAF
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Figure 2. Selective upregulation of SIRT4 expression among the mitochondrial SIRT isoforms in cellular
models of stress-induced premature senescence. (A) Increased SIRT4 mRNA levels in MCF7 cells driven into
premature senescence through shRNA-mediated depletion of the centrosomal protein TACC3 [22] (analysis on day 4
upon doxycycline treatment which induces control or TACC3 shRNA expression; mean t s.d. from three independent
experiments). (B) Upregulation of SIRT4 mRNA levels in MCF7 cells 2, 4 and 6 days following y-irradiation (single dose
of 20 Gy; mean % s.d. from three independent experiments). mRNA levels were determined by quantitative real-time
polymerase chain reaction. To evaluate statistical significance, ANOVA SNK were performed (***p<0.001).

Downregulation of miR-15b is inversely associated
with increased SIRT4 expression in cellular
senescence

Currently, little is known about the regulation of SIRT4
expression. A major feature of senescent cells is altered
gene expression that leads to growth arrest, apoptosis
resistance, and induction of the SASP [8, 42], which is
controlled by the mammalian target of rapamycin
complex 1 (mTORCI1) pathway [43]. Surprisingly,
although mTORCI1 activity is thought to promote
cellular senescence and accelerated aging [44], SIRT4
expression is transcriptionally repressed by mTORCI
[45]. Given our contrary findings of a senescence-
associated upregulation of SIRT4 (Fig. 1-3 and 6A), we
hypothesized that small non-coding silencing RNAs
(miRNAs) would function as inhibitors of SIRT4
expression. In accordance with this hypothesis, a role of
miRNAs has been proposed in various senescence and
aging model systems [46-51]. MicroRNAs represent

potent regulators of gene expression networks by either
degrading or translationally repressing one or more
target mRNAs. This process enables cells to coordinate
and fine-tune a variety of cellular processes or to
modulate antagonistic phenotypes like malignant
proliferation vs. senescence/cellular aging. As an
example, increased vs. decreased levels of cell cycle
regulating miRNAs from the miR-17-92 cluster are
associated with malignant proliferation or oncogene-
induced senescence, respectively [50, 52].

In order to assess the potential role of miRNAs in
senescence-associated SIRT4 upregulation, we next
performed a global, microarray-based comparison of
corresponding miRNA- and mRNA expression profiles
(both linked in suppl. Table 2) followed by relative
miRNA quantification using qRT-PCR in our model
systems. Our miRNA findings are based on an initial
screen performed in MCF7 cells undergoing premature
senescence upon TACC3 depletion (suppl. Table 1). We

www.impactaging.com

487

AGING, March 2016, Vol. 8 No.3

43



identified and verified a differential expression of
various miRNAs, including members of the miR-17-
92 and miR-106a-363 clusters, which became down-
regulated upon cellular senescence (suppl. Table 1
and suppl. Fig. 3), consistent with the work of Hackl
et al. [48]. Upregulated senescence-associated
miRNAs included miR-146, which is linked to
dampening of the SASP [46], and miR-125b, which is
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involved in the regulation of keratinocyte

proliferation and differentiation [53]. In contrast,
miR-22, a miRNA upregulated in human senescent
fibroblasts targeting SIRT1 expression [54], was not
identified as differentially expressed upon TACC3
depletion (suppl. Table 1), a finding consistent with
insignificantly changed SIRT1 mRNA levels (suppl.
Fig. 1).

p<0.001

Figure 3. Confocal microscopy based analysis of the expression and colocalization of SIRT4 with the mitochondrial
marker MTCO2 (mitochondrially encoded cytochrome C oxidase Il) in y-irradiated human dermal fibroblasts. (A)
Subcellular visualization of MTCO2 (green) and SIRT4 (red) in y-irradiated (20 Gy) fibroblasts as compared to control (sham treated)
cells. (B) Relative quantification of total MTCO2 and SIRT4 signal intensities in y-irradiated cells as compared to control (sham treated)
cells using the Imagel software. (C) Total SIRT4 signal intensities were normalized to MTCO2 signals in y-irradiated cells as compared to
control (sham treated) cells. Mean % s.d. from four independent experiments. Thirty to fifty cells were analysed per experiment and
condition. To evaluate statistical significance, Mann-Whitney rank sum test was performed (*p<0.05). (D) ELISA-based guantification of
relative SIRT4 protein levels (suppl. Material & Methods) in y-irradiated fibroblasts as compared to sham treated cells. As comparison,
relative SIRT4 levels were determined in HEK293 cells stably expressing SIRT4-eGFP vs. eGFP expressing control cells. To evaluate
statistical significance, Mann-Whitney rank sum test was performed (n=5 independent experiments, mean = s.d).
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Figure 4. Cellular levels ot miR-15b are decreased concomitant with upregulated SIRT4 gene expression
in various aging models. (A) Decreased miR-15b mRNA levels in MCF7 cells following induction of senescence
through TACC3 depletion (analysis on day 4 of doxycycline-induced TACC3 shRNA expression; mean * s.d. from three
independent experiments). To evaluate statistical significance, ANOVA SNK were performed (**p<0.01). (B) Analysis
of miR-15b levels in MCF7 cells following ionizing radiation (application of 20 Gy at day 0; mean % s.d. from three
independent experiments). (C) Primary human dermal fibroblasts (n=4 donors) were subjected to ultraviolet
irradiation (100 J/m? UVB per day) for a total of five days. Cells were harvested 24 and 72 h following the last
irradiation and miR-15b levels were determined by gRT-PCR (mean * s.d.). To evaluate statistical significance in (b)
and (c), t-tests (n=3; **p<0.01) and Mann-Whitney rank sum tests (n=4; *p<0.05) were performed, respectively.

Interestingly, among the miRNAs analysed, we
observed a robust and significant downregulation of
miR-15b in TACC3 depleted or y-irradiated senescent
MCF7 cells (Fig. 4A,B), concomitant with a parallel
upregulation of SIRT4 expression (Fig. 2), which
represents a bona fide candidate target of miR-15b
(suppl. Table 2 and suppl. Fig. 4). Similarly, and again
in accordance with the SIRT4 expression status (Fig.
1B), miR-15b levels were also decreased in UV-

irradiated or gamma-irradiated senescent primary
human dermal fibroblasts (Fig. 4C and 6B). Lastly,
consistent with our findings, up to fourfold decreased
miR-15b levels were observed in various models of
organismal aging as well as replicative cellular
senescence [48, 49, 55, 56], the latter being in
accordance with an increased SIRT4 expression in
human fibroblasts undergoing replicative senescence
(Fig. 1A).
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Figure 5. Increased SIRT4 expression is inversely associated with decreased miR-15b levels in human photoaged
skin. (A) SIRT4 expression analysis in human skin samples obtained from neck vs. buttock skin of the same individuals (age
ranges: 18-25 years and 60-66 years; n=15-16 per group). (B) miR-15b expression analysis in human skin samples obtained from
neck vs. buttock skin of the same individuals (age ranges: 18-25 years and 60-66 years; n=9-10 per group). (C, D) Determination
of SIRT4 mRNA (c) and miR-15b (d) copy numbers in the epidermal (SIRT4: n=20; miR-15b: n=20) and dermal (SIRT4: n=12-14;
miR-15b: n=17-19) compartments isolated from human photoaged skin (neck vs. buttock) of the same individuals (age range:
60-66 years). Median + SEM; *p<0.05. To evaluate statistical significance, Wilcoxon signed rank tests were employed.

Inverse expression of miR-15b and SIRT4 in-vive in
photoaged human skin

After establishing an inverse correlation between miR-
15b and SIRT4 expression in various in vitro models of
cellular senescence, we next asked whether an
analogous scenario exists in organ aging. To answer this
question we focused on photoaged human skin, in
which the aging process is driven by UV radiation
exposure (i.e., photoaging) through mechanisms
involving mitochondrial dysfunction [3], and which can
be easily distinguished from intrinsically (chronologi-

cal) aged skin by means of the SCINEXA™ score [57]
(suppl. Fig. 5 & suppl. Material and Methods).
Interestingly, a highly significant increase of SIRT4
transcripts was detected in human skin biopsies
obtained from photoaged skin (fold increase: 1.91 +
1.23; median £ SEM, p<0.001; n=16) compared with
non-photoaged skin of the same individuals aged 60-66
years or to skin of young individuals (n=15; age range
18-25 years) (Fig. 5A). In a similar trend, the same
biopsies showed a decreased expression of miR-15b in
photoaged skin samples of the older individuals (0.82 +
0.11; median * SEM) as compared with their
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intrinsically aged skin counterparts (Fig. 5B). This
difference was significant when SIRT4 and miR-15b
copy numbers were measured in a skin compartment
specific manner. In these experiments, skin biopsies
from twenty individuals (age range: 60-66 years) were
subjected to dispase II treatment to enzymatically
separate the epidermal and dermal compartments
followed by a quantitative determination of the copy
numbers of SIRT4 and miR-15b using internal
standards (see Material & Methods). We found that
SIRT4 levels were significantly increased in the dermis
of photoaged human skin as compared with non-
photoaged skin (6.75x10° + 3.31x10° vs. 3.37x10° =
1.14x103; median + SEM; *p<0.05) (Fig. 5C). In
addition, there was a trend towards higher SIRT4 copy
numbers in photoaged skin, if epidermal compartments
were compared with each other. Analysis of miR-15b
expression revealed that it was highest in the epidermis
as compared with the dermis, thus confirming a pre-
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vious report [58]. Importantly, comparison of photoaged
vs. non-photoaged skin revealed the following pattern:
In the photoaged epidermis significantly less miR-15b
copy numbers were detected as compared with non-
photoaged epidermis (391)(106 +0.60x10° vs. 6.13x10°
+ 0.57x10% median + SEM; *p<0.05), and for the two
dermal compartments a trend towards decreased copy
numbers in photoaged skin was evident (Fig. 5D).
Based on these results we conclude that miR-15b
downregulation in the epidermis may contribute to
aging-associated SIRT4 expression. Given the high
levels of miR-15b in the epidermis (Fig. 5D) [58], it is
tempting to speculate that the epidermis and dermis
communicate with each other via intercellular transport
of miRNAs. Such cell-cell communication could be
mediated by keratinocyte microvesicles (containing
besides proteins and nucleic acids also miRNAs), which
have been recently shown to affect gene and protein
expression in fibroblasts [59].
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Figure 6. Suppression of senescence-associated SIRT4 upregulation in y-irradiated primary human dermal
fibroblasts by oligonucleotides mimicking the function of endogenous miR-15b. Concomitant upregulation of SIRT4
expression (A) and downregulation of miR-15b levels (B) in human dermal fibroblasts two, four, and six days upon y-irradiation
(single dose of 20 Gy; n=6, mean + s.d.). To evaluate statistical significance, ANOVA on ranks were performed (*p<0.05). (C)
Extrinsically applied miR-15b mimics inhibit the senescence-associated upregulation of SIRT4 mRNA levels in human dermal
fibroblasts upon y-irradiation (single dose of 20 Gy) as compared to irradiated cells transfected with control mimics (n=5
independent experiments, mean * s.d.). To evaluate statistical significance, ANOVA SNK were performed (**p<0.01).
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Alternatively, photoaging-associated SIRT4 increase in
the dermis may occur independently from miR-15b
expression, possibly associated with downregulation of
other miR-15/16 family members as observed in
gamma-irradiated human dermal fibroblasts (suppl. Fig.
6). Nevertheless, in all in vitro models studied an
inverse correlation between SIRT4 and miR-15b was
observed to occur during cellular senescence and,
irrespective of the precise link between SIRT4 and miR-
15b (cell autonomous or paracrine regulation), also in
photoaging of human skin and thus in organ aging. Of
note, Dong et al. observed inverse alterations of
transcript levels of mtSIRTs, i.e. SIRT4 (increased) vs.
SIRT3 (decreased) in normal human epidermal
keratinocytes upon UVB exposure [60]. In addition,
expression of SIRT3 (besides that of SIRT1 and SIRT7)
seems to be decreased in photoaged/UV-irradiated skin
as compared to non-irradiated control samples [61, 62].

MicroRNA-15a is also stress responsive and
downregulated upon y-irradiation in primary human
dermal fibroblasts

miR-15b was the only regulated and senescence-linked
miRNA in our miRNA screen (suppl. Table 1) with a
uniquely conserved binding site within the 3°-
untranslated region (UTR) of the SIRT4 gene in
vertebrates (suppl. Fig. 4). However, it should be noted
that this binding site can also be targeted by additional
miRNAs (miR-15a/16/195/424/497; suppl. Fig. 4)
which recognize the same seed sequence [63]. In
addition to miR-15b human dermal fibroblasts also
express miR-15a and miR-16-1 at high and comparable
copy numbers, whereas the expression levels of miR-
16-2, miR-195, and miR-497 were clearly lower (suppl.
Fig. 6). In this regard, miR-195 levels are elevated
rather than downregulated upon replicative senescence
[64]. Interestingly, besides miR-15b, miR-15a (but not
miR-16-1) was also stress-responsive and significantly
downregulated upon yIR treatment (suppl. Fig. 6). Thus,
SIRT4 expression may be repressed by both miR-15b
and miR-15a during cellular senescence and aging,
probably in a cell-type and senescence stimulus
dependent manner.

Members of the miR-15/16 group are genomically
embedded in two host genes, SMC4 (structural
maintenance of chromosomes 4) and pseudogene
DLEU2 (deleted in leukemia 2). To gain insight into the
regulation of miR-15/16 family members during
photoaging, we determined the transcript levels of
SMC4 and DLEU2, which can be assumed to be
coexpressed with miR-15b/16-2 and miR-15a/16-1,
respectively [63]. However, as depicted in suppl. Fig. 7,
and in contrast to decreased miR-15b levels (Fig.

5B,D), the expression of both SMC4 and DLEU2 was
increased in photoaged skin (n=13; age range 60-66
years) as compared to non-photoaged skin of the same
individuals. Thus, the expression of miR-15/16 family
members is not co-regulated with their host genes
during aging. Of note, these microRNAs are subject to
global cell stress and p53 regulation [63], and increased
miR-15b expression was shown to correlate with tumor
cell proliferation and apoptosis [65]. In this regard,
miR-15 and miR-16 are direct transcriptional targets of
E2F1 and become induced during mitogenic signaling
to prevent replicative stress [66, 67]. Expression of
E2F1 is downregulated during cellular senescence [68],
and a 3.5- to 5.1-fold downregulation of E2F1 transcipts
was observed by microarray analysis in spindle stress-
induced and yIR-triggered senescence, respectively
(data not shown). Concomitantly, E2F1 protein levels
were strongly decreased (suppl. Fig. 8). It is thus
tempting to speculate that E2F1 is a major regulator of
the miR-15/16 — SIRT4 axis during cellular senescence,
with decreased E2F1 causing reduced miR-15/16 levels
resulting in increased SIRT4 expression. Interestingly,
miR-17-92 represents another major miRNA cluster that
is consistently downregulated in senescence and human
aging [48] (suppl. Fig. 3). Given that E2F1 induces
expression of miR-17-92 [69], it might be that
downregulation of the miR-17-92 cluster, similar to
miR-15/16, is based on decreased E2F1 levels as well.

stress-induced

MicroRNA-15b directly inhibits

expression of SIRT4

To assess if miR-15b directly regulates SIRT4 mRNA
levels, we exogenously applied oligonucleotides
mimicking endogenous miR-15b function (miR-15b
“mimics”) to the MCF7 model of spindle stress-
triggered senescence as well as to gamma-irradiated
senescent human dermal fibroblasts. In these
experiments, miR-15b mimics dampened basal SIRT4
mRNA levels and inhibited senescence-associated
upregulation of SIRT4 transcripts (suppl. Fig. 9A and
Fig. 6C). Moreover, by employing luciferase assays we
show that the 3’UTR of human SIRT4 is a direct target
of miR-15b, as miR-15b mimics significantly inhibited
the relative luciferase activity of a transfected SIRT4 —
3’-UTR construct, but not, when the SIRT4 — 3’-UTR
was mutated within the seed sequence for miR-15b
(suppl. Fig. 9B). These results show that miR-15b
mimics are per se sufficient to directly target SIRT4
expression. However, we cannot exclude the possibility
that additional miRNAs, like miR-15a, which underlie
stress regulation (suppl. Fig. 6) and potentially
recognize the 3’-UTR of the SIRT4 gene, are also of
functional relevance for the regulation of SIRT4
expression.
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Inhibition of miR-15b promotes mitochondrial ROS
generation and reduces mitochondrial membrane
potential in a SIRT4-dependent manner

Recent studies showed that miR-15b can act as a negative
modulator of cellular ATP levels and mitochondrial
function by targeting ADP-ribosylation factor-like 2
(Arl2) [70]. SIRT4 and Arl2 are not the only miRNA
targets transcriptionally regulated during cellular
senescence and implicated in the regulation of
mitochondrial energy metabolism. Using the aging
mouse brain model, Li et al. observed an upregulation of
a panel of miRNAs predicted to target key genes
involved in oxidative phosphorylation, including the
mitochondrial complex IV and FOF1 ATPase [71]. Given
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these findings we next assessed the role of the miR-15b —
SIRT4 axis in mitochondrial function of primary human
dermal fibroblasts. Transfection of fibroblasts with miR-
15b inhibitors, which caused a significant upregulation of
SIRT4 at the transcript (Fig. 7A), protein (Fig. 7B) and
protein/mitochondrial localization level (Fig. 7C-E),
resulted in a concomitant increase in mitochondrial ROS
levels and a decrease of the mitochondrial membrane
potential (Fig. 8A, B). Importantly, co-transfection of
miR-15b inhibitors with siRNA duplexes against SIRT4
(Fig. 8A, B) or co-treatment with the mitochondria-
specific antioxidant mitoQ [72] (in the case of mtROS
levels; Fig. 8C) prevented these changes, indicating that
miR-15b negatively impacts on mitochondrial function in
a SIRT4-dependent manner.
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Figure 7. Analysis of the expression of SIRT4 and its colocalization with the mitochondrial marker
MTCO2 in human dermal fibroblasts upon transfection of miR-15b inhibitors. (A) Modulation of SIRT4
expression via transfection of miR-15b inhibitors in the absence or presence of siRNA duplexes against SIRT4 (mean
* s.d. from nine to twelve experiments). (B) ELISA-based quantification of relative SIRT4 protein levels (suppl.
Material & Methods) in fibroblasts transfected with miR-15b inhibitors in the absence or presence of siRNA duplexes
against SIRT4 (mean £ s.d. from four experiments). To evaluate statistical significance, ANOVA SNK was performed.
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Figure 7. Analysis of the expression of SIRT4 and its colocalization with the mitochondrial marker
MTCO2 in human dermal fibroblasts upon transfection of miR-15b inhibitors. (C) Confocal microscopy-
based visualization of the mitochondrial marker MTCO2 (green) and SIRT4 (red) in miR-15b inhibitor-transfected
fibroblasts as compared to control cells. Total SIRT4 signal intensities were normalized to MTCO2 in miR-15b
inhibitor-transfected cells in the absence (D) or presence (E) of siRNA duplexes against SIRT4 using ImageJ software.
Mean = s.d. from four (D) and three (E) independent experiments. Thirty to fifty cells were analysed per experiment
and condition. To evaluate statistical significance, ANOVA on ranks Dunn’s tests were performed (*p<0.05).

At a molecular level, SIRT4 may modulate
mitochondrial oxidative capacity and function via ADP-
ribosylation and subsequent inhibition of its target
glutamate dehydrogenase (GDH), thereby linking amino
acid metabolism with oxidative phosphorylation [35]. A
direct involvement of SIRT4 in ROS generation is
likely given the finding that the SIRT4-GDH axis
modulates  mitochondrial  permeability via the
mitochondrial permeability transition pore (mPTP) [73],
which directly influences the mitochondrial membrane
potential [74]. However, GDH activity was not altered

in fibroblasts upon transfection with miR-15b inhibitors
(suppl. Fig. 10). Alternatively, the miR-15b — SIRT4
axis might affect ROS generation and mitochondrial
dysfunction (Fig. 8) via another metabolic gate keeper,
the pyruvate dehydrogenase (PDH) complex, because
SIRT4 was recently found to inhibit PDH via a
lipoamidase activity [37]. This assumption is consistent
with the observation that defects in the PDH complex
are associated with increased ROS (superoxide)
accumulation and age-related disorders [75]. Indeed,
preliminary data indicate that inhibition of miR-15b
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A impedes PDH activity in human dermal fibroblasts in a
SIRT4-dependent manner (Lang etal., unpublished).

2.0 - e Given that ROS affects mitochondrial fragmentation
r [76, 77] we next addressed the impact of the miR-15b —

. ek SIRT4 axis on mitochondrial morphology. Employing
confocal imaging (SIRT4/MTCO2) and Imagel-based

1.0 quantification, the fold changes in mitochondrial

morphology-related parameters (%area, perimeter,
circularity, and solidity) were analysed in dermal
fibroblasts four days after one-time transfection with
miR-15b inhibitors +/- siRNA duplexes against SIRT4.
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§ g & & g Interestingly, as indicated in Figure 9, inhibition of
© YT e miR-15b led to increases in average mitochondrial area
' nnio! +SIRT4 SRNA (1_n relat'lon to 'the average celllular size), perimeter, and
circularity which were ameliorated when SIRT4 was
B depleted. However, we did not observe significant
B po- changes in mitochondrial solidity, indicating that the
gE=" mitochondrial dynamics in terms of connectivity and
§ £ | 0<0.05 fragmentation was greatly unchanged. The latter could
58 = be supported by preliminary experiments using
H g 104 * Mitotracker stainings (data not shown).
T2
% E . Collectively, this study and other studies indicate that
28 SIRT3 and SIRTS5 promote mitochondrial energy
'fév 0.0 - - production, whereas SIRT4 has the opposite effect [34,
*,?D g (g g m: 73, 78, 79]. SIRT3 and SIRT5 may thus antagonize
§ = = = = metabolic  abnormalities  occurring in  cellular
miR-15b inhibitor ~ miR-15b inhib. senescence and organismal aging, whereas SIRT4 has
+SIRT4 siRNA opposite effects. Mechanistically, SIRT3 deacetylates
and thereby activates mitochondrial HMG-CoA
C synthetase 2 required for ketone body production [80]
5§ 21 _ P05 and functions as a metabolic tumor suppressor [81].
@8 * Moreover, SIRT3 deficiency causes a severe
EE - dysregulation of mitochondrial protein acetylation
5_2‘5 which then contributes to the development of the
‘TE, § 14 metabolic syndrome [82]. SIRT3 and its mitochondrial
O acetyl-proteome may therefore be considered as an
§§ i important network in metabolic homeostasis [83].
% g SIRTS5 has been described to positively regulate the urea
x E 0 - cycle [84] and to control glycolysis via lysine
L 5 O —m malonylation ~ of  glyceraldehyde 3-pho_spha§e
g g mik-15b inhibitor dehydrogenase [85]. In contrast, SIRT4, which is
° o« ,8 g induced by DNA damaging agents and exhibits tumor-
E g % g suppressive activity [86, 87], negatively impacts on
§ o+ @ gene expression and various metabolic processes in

mitochondria. In addition to GDH and PDH, SIRT4 also
targets malonyl CoA decarboxylase and thereby regu-

Figure 8. Mir-15b regulates mitochondrial ROS generation and the mitochondrial membrane potential in a SIRT4-
dependent manner in primary human dermal fibroblasts. Mitochondrial ROS levels (A) and the mitochondrial membrane potential
(B) were determined by staining with cell-permeable dyes and flow cytometric analysis as described in Materials & Methods and by
Kalfalah et al. [102]. Shown are mean * s.d. values from four to six experiments. (C) Mitochondrial ROS levels were determined in the
presence of the mitochondria-specific antioxidant mitoQ [72]. Cells were analyzed four days following transfection of miR-15b inhibitors in
the absence or presence of siRNA duplexes against SIRT4. Depicted are mean £ s.d. values from four to six experiments. To evaluate
statistical significance, ANOVA on ranks Dunn’s tests were performed (*p<0.05; ***p<0.001).
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lates lipid homeostasis at the protein [36] and transcript
level [79]. Accordingly, knock down of SIRT4 in vivo
leads to an improved fatty acid oxidation and

mitochondrial function [88].

The miR-15b - SIRT4 axis may regulate expression
of nuclear encoded mitochondrial genes

It has been reported that overexpression of SIRT4 elicits
an AMPK-dependent “retrograde” signaling response

from mitochondria to the nucleus thereby inhibiting
expression of nuclear encoded key genes involved in
mitochondrial biogenesis [79]. We therefore tested the
impact of the miR-15b — SIRT4 axis on the expression
of cytochrome C (CytC), a major component of the
respiratory chain, as well as TFAM (TFAM,
transcription factor A, mitochondrial) and NRFI
(NRF1, nuclear respiratory factor 1), which are both
critically involved in mitochondrial gene expression
[89, 90] and the antioxidant response [91]. Primary
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Figure 9. Analysis of the effect of the miR-15b — SIRT4 axis on mitochondrial morphology and

fragmentation. Human dermal fibroblasts were transfected with control oligos (A) or miR-15b inhibitor oligos in
the absence (B) or (C) presence of siRNA duplexes against SIRT4. Four days later, cells were stained with SIRT4 and
MTCO2 specific antibodies. Confocal laser scanning microscopy and an Imagel macro were employed to analyse
fold changes in mitochondrial morphology-related parameters, including %area (total mitochondrial area/total cell
area), mitochondrial perimeter, circularity, and solidity. Approximately two hundred cells were analysed per
experimental condition. To evaluate statistical significance, ANOVA SNK were performed (*p<0.05). Bar: 20 pm.
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Figure 10. The miR-15b - SIRT4 axis regulates the
expression of nuclear encoded mitochondrial genes.
Inhibitors against miR-15b were transfected in primary human
dermal fibroblasts in the absence or presence of siRNA duplexes
against SIRT4. Transcript levels of CytC (A), TFAM (B), and NRF1
(C) were determined by gRT-PCR. Shown are mean * s.d. values
from nine to thirteen experiments. To evaluate statistical
significance, ANOVA on ranks Dunn’s tests were performed
(*p<0.05).

human dermal fibroblasts transfected with miR-15b
inhibitors displayed a significant SIRT4 increase as
carly as three days after transfection (Fig. 7).
Interestingly, under these conditions transcript levels of
CytC, TFAM, and NRF1 were significantly reduced by
approximately 21 to 44% by day 4 (Fig. 10A-C). The
decrease in transcript levels could be prevented when
miR-15b inhibitors were co-transfected with siRNA
duplexes against SIRT4 showing that it is SIRT4
dependent (Fig. 10A-C). Thus, consistent with the
findings of Ho et al. [79], increased SIRT4 expression
may antagonize the expression of important nuclear
encoded mitochondrial proteins. These results further
support the concept of a causal relationship between the
miR-15b — SIRT4 axis and ROS generation /
mitochondrial dysfunction.

Inhibition of miR-15b impacts on the expression of
components of the SASP in a SIRT4-dependent and -
independent manner

Senescent cells produce and secrete various autocrine-
or paracrine-acting factors, including pro-inflammatory
(e.g. IL-6) and pro-migratory (e.g. IL-8) cytokines,
growth factors (e.g. VEGF), and proteases like matrix
metalloproteinase-1 (MMP-1), collectively known as
the SASP [14, 15, 17, 92-94]. MicroRNAs play an
important role in SASP regulation and e.g. prevent an
overproduction of inflammatory cytokines and therefore
persistent inflammatory responses [17]. This is e.g.
illustrated by the senescence associated up-regulation of
miR-146b (suppl. Table 1) which serves to tune down
the expression of Interleukin-6 (IL-6) and Interleukin-8
(IL-8) via downregulating IRAK1 expression and thus
NFkB activity [46]. We therefore tested whether the
miR-15b — SIRT4 axis is of functional relevance for the
expression of well-known components of the SASP in
primary human dermal fibroblasts. Interestingly, miR-
15b inhibitors displayed a biphasic impact on the
expression of VEGF and the cytokines analysed. We
observed an increased expression at day 2 upon
transfection of miR-15b inhibitors followed by a clear
decrease of transcript levels (31-80%) at day 3 (IFNy)
and day 4 (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, and VEGF) (Fig.
11A-F). The latter decrease was SIRT4 dependent as
the expression of all factors was ameliorated when miR-
15b inhibitors were co-transfected with siRNA duplexes
against SIRT4 (Fig. 11A-F). Of note, the initial rise in
cytokine transcript levels upon miR-15b inhibition
could be potentially due to increased IRAK2-NFkB
signaling, given that IRAK2 represents a predicted
target gene of miR-15b [95] (A. Lang and R. Piekorz,
unpublished). Taken together, miR-15b may regulate
the SASP, which is typically NFkB driven [96], at two
levels, negatively via ITRAK2, comparable with
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miR146-induced dampening of IL-6 and IL-8
expression via IRAKI targeting [46], and positively via
SIRT4 downregulation.
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Figure 11. The miR-15b - SIRT4 axis regulates the expression of components of the senescence-
associated secretory phenotype (SASP). Inhibitors against miR-15b were transfected in primary human dermal
fibroblasts in the absence or presence of siRNA duplexes against SIRT4. Transcript levels of Interleukin-6 (IL-6) (A),
Interleukin-8 (IL-8) (B), Interleukin-1a (IL1at) (C), Interleukin-1f3 (IL1(3) (D), Interferon y (IFNy) (E), vascular endothelial
growth factor (VEGF) (F), and matrix metalloproteinase-1 (MMP1) (G) were analysed by gRT-PCR. Shown are mean %
s.d. values from nine to thirteen experiments (except C, D, and E, where 5-6 independent experiments were
performed). To evaluate statistical significance, ANOVA on ranks Dunn’s tests were performed (*p<0.05).
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transfection of miR-15b inhibitors (Fig. 11G). However,
this effect was SIRT4-independent, since co-
transfection of miR-15b inhibitors and SIRT4-specific
siRNA duplexes failed to alter the expression kinetics of
MMP-1. This observation is of particular interest,
because increased MMP-1 expression in photoaged skin
is believed to cause profound degradation of collagen
fibers and the subsequent development of coarse
wrinkles, i.e. a clinical hallmark of photoaged skin [1,
2]. Given our observation that decreased miR-15b levels
are also present in photoaged human skin in vivo, we
thus propose a model for skin aging in which reduced
miR-15b  disturbs  mitochondrial function and
contributes to the development of a SASP including an
increased production of MMP-1. Further studies
employing conditional mouse models deficient in
SIRT4 expression and/or function in the skin are
necessary to test this hypothesis and to define more
closely SIRT4-dependent and -independent pathways
downstream of miR-15b.

Taken together, this work identifies miR-15b as a novel
regulator of stress induced increase of SIRT4
expression and thereby links the miR-15b — SIRT4 axis
to senescence associated mitochondrial (dys)function/
redox homeostasis and SASP regulation.

MATERIAL AND METHODS

lonizing vy-irradiation (yIR) of primary human dermal
fibroblasts. Primary human dermal fibroblasts isolated
from the foreskin of two different donors (F623 and
F357) were cultured on 10 cm plates as described
below. Cells were trypsinized and exposed to yIR (20
Gy) using a Gammacell 1000 Elite irradiator (Nordion
International, Inc., Fleurus, Belgium). After irradiation,
cells were plated at a density of 3.6x10%cm’ and
1.8x10°%cm’® (controls, day 2 and days 4 and 6,
respectively) and 7.3x10°/cm’ (20 Gy) and harvested for
mRNA analysis on days 2, 4, and 6 after treatment.

RNA extraction from cultured cells and cells subjected
to UV or ionizing y-irradiation and concomitant
quantitative real-time PCR analysis (mRNA and
miRNA). Cell lysates were homogenized using
Qiashredder spin columns (Qiagen, Hilden, Germany).
Total RNA without small RNAs (> 200 bp) was
extracted using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) following the standard manufacturers
protocol. Total RNA containing small RNAs was
isolated using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) following the supplementary protocol
“Purification of total RNA containing miRNA from
animal cells using the RNeasy Plus Mini Kit”. Nucleic
acid concentrations were measured at 260 nm by

spectrophotometry using a  NanoDrop 1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington,
DE, USA). Extracted RNA samples were stored at -
80 C.

For relative quantification of mRNAs, total RNA was
reverse transcribed to ¢cDNA using the ImProm-II™
Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI,
USA) according to the manufacturer’s instructions. In
brief, up to 1 pg RNA was reverse transcribed to cDNA
in a final volume of 20 pl using Oligo (dT);s primers
(0.5 pgfreaction) and 3.75 mM MgCl,. Each
quantitative real-time PCR reaction mixture (20 pl)
contained 1 pl of RT product (¢cDNA transcribed from
50 ng of total RNA), 10 ul of TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Austin, TX, USA)
and 1 pl of the appropriate TagMan® Gene Expression
Assay (Applied Biosystems, Austin, TX, USA)
containing primers and probe for the mRNA of interest.
The mixture was initially incubated at 95°C for 10 min,
followed by 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 60
s. PCR reactions were carried out on a 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Austin, TX, USA) in
triplicate. Samples were normalized relative to human
large ribosomal protein (RPLPQO) which served as
endogenous control. mRNA levels were compared as 2
A values or relative gene expression levels were
calculated using the 224 method [97].

For relative quantification of miRNAs, total RNA was
reverse transcribed using the TagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Austin,
TX, USA) according to the manufacturer’s protocol. 10
ng of total RNA in a total volume of 15 pl were
transcribed to ¢cDNA using specific primers for each
respective miRNA. The reverse transcription (RT)
reaction was performed by sequential incubation at 16 C
for 30 min, 42 C for 30 min, and 85 C for 5 min. Each
quantitative real-time PCR reaction mixture (20 pl)
contained 1.33 pl of RT product, 10 pl of TagMan®
Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG
(Applied Biosystems, Austin, TX, USA) and 1 pl of the
appropriate  TagMan® MicroRNA Assay (Applied
Biosystems, Austin, TX, USA) containing primers and
probe for the miRNA of interest. TagMan® MicroRNA
assays were used as follows. The mixture was initially
incubated at 95 C for 10 min, followed by 40 cycles of
95 C for 15 s and 60 C for 60 s. PCR reactions were
carried out on a 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Austin, TX, USA) in triplicate. Samples
were normalized relative to human small nucleolar
RNA RNU38b or RNU24, which served as endogenous
control. mRNA levels were compared as 2 values or
relative gene expression levels were calculated using
the 27*““ method [97].
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TagMan probes used were: SIRT4: Part No.: 4331182,
assay-ID: Hs00202033_ml*; RPLPO: Part No.:
4331182, assay-ID: Hs99999902 ml*; hsa-mir-15b:
Part No.: 4427975, assay-ID: 000390; RNU38B (for
analysis of cultured cells): Part No.: 4427975, assay-ID:
001004, RNU24 (for analysis of total skin samples):
Part No.: 4427975, assay-ID: 001001. Results are given
as means + s.d. P-values below 0.05 were considered
significant.

Analysis of gene expression of components of the SASP
and nuclear encoded mitochondrial genes in primary
human dermal fibroblasts. qRT-PCR analysis of matrix
metalloproteinase-1 (MMP1) was performed essentially
as described above by the TagMan assay (part No.:
4331182, assay-ID: Hs00899658 ml*). Expression of
further components of the SASP (IL-6, IL-8, vascular
endothelial growth factor [VEGF], IL-la, IL-1pB, and
IFNy) as well as nuclear encoded mitochondrial genes
(cytC, cytochrome C; TFAM, transcription factor A-
mitochondrial; NRF1, nuclear respiratory factor 1) [79]
was performed using the Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Austin, TX, USA).
PCR primer used were: IL-6 (P05231, 5°-
AAAGAGGCACTGGCAGAAAA-3’ and 5’-
CAGGGGTGGTTATTGCATCT-3); IL-8 (P10145, 5°-
TTTCCACCCCAAATTTATCA-3’ and 5°-
AACCCTACAACAGACCCACA-3); VEGF (P15692,
5’-GGATTCGCCATTTTATTTTTCTTG-3" and 5°-
GTATGTATGTGGGTGGGTGTGTCT-3%); TFAM
(Q00059, 5’-CTTATAGGGCGGAGTGGCAG-3" and
5’-GCTGAACGAGGTCTTTTTGGT-3); NRF1
(Q16656, 5-CACAGAAAAGGTGCTCAAAGGA-3’
and 5-TTTGGGTCACTCCGTGTTCC-3’); CytC
(P08574, 5>-GAGATGTTCATGCGGCCAG-3’ and 5°-
ACGTAGTCCTCACCACCAT-3"); IL1a (PO1583, 5°-
TCAGCAAAGAAGTCAAGATGGC-3>  and  5'-
CCTTCCCGTTGGTTGCTACT -37); ILIB (P01584,
5’-CTTCGAGGCACAAGGCACAA-3’ and 5°-
CTGGAAGGAGCACTTCATCTGT-3"); and IFNy
(P01579, 5-AGCTCTGCATCGTTTTGGGT-3" and
5-TTCTGTCACTCTCCTCTTTCCA-3’). Samples
were normalized relative to 18S rRNA (X03205) which
served as endogenous control (primer used: 5'-
GCCGCTAGAGGTGAAATTCTTG-3" and 5
CATTCTTGGCAAATGCTTTCG-3).

Analysis of SIRT4 expression in human skin samples.
Approval had been obtained from the Ethics Committee
of the Heinrich-Heine-University. The study has been
conducted according to the ethical rules stated in the
Declaration of Helsinki Principles and the ICH GCP
guideline was observed insofar as applicable. Healthy
human volunteers (n=51) from two age groups (young
18-25 years, and old 60-66 years) were enrolled after

written informed consent. All individuals were non-
smokers and had no history of any severe skin disease,
especially no photosensitivity disorders. Skin types
ranged from Fitzpatrick type I to IV. In each volunteer,
one 4 mm punch biopsy was taken from neck (i.e. a skin
side chronically exposed to UV radiation) and from
buttock skin (i.e. a skin side chronically protected from
UV radiation), as previously described [98]. Total RNA
from human biopsies was isolated as described [99].
Alternatively, skin tissue was disrupted and
homogenized in 600 pul RLT+ buffer (+ 1% -
mercaptoethanol) for 60-90 seconds using an Ultra-
Turrax.

Primer for SIRT4 [35] were derived from the sequence
NM_012240.2 (5'-GCACACTGGGCTTTGAGC-3"
and 5 -CACAATCCAAGCACAGGA-3"). Samples
were normalized relative to 18S rRNA (X03205) which
served as endogenous control (primer used: 5'-
GCCGCTAGAGGTGAAATTCTTG-3’ and 5-
CATTCTTGGCAAATGCTTTCG-3"). For comparison
of relative expression in real time PCR of unexposed
and exposed skin the 2744 method was used [100].
Alternatively, analysis of SIRT4 mRNA levels in
human skin samples was also performed essentially as
described above for the analysis of cultured cells.

Quantification of copy numbers of mir15b and SIRT4 in

the epidermis and dermis of human skin. Enzymatic
separation of epidermis and dermis: 4-mm skin biopsies
were enzymatically separated by incubation with 0.6
mg/ml dispase I (Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Germany) in PBS without Ca® and Mg™" (PAA
Laboratories GmbH, Colbe, Germany) for 18 h at 4°C.
The epidermal and dermal tissue was homogenized in
RLT buffer (Qiagen, Hilden; Germany) using a Mixer
Mill (Retsch, Haan, Germany) three times with 26 Hz
for 3 min. The lysate was further homogenized using a
Qiashredder (Qiagen, Hilden, Germany). Total RNA
containing small RNAs was isolated using the RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the
supplementary protocol ‘“Purification of total RNA
containing miRNA from animal cells using the RNeasy
Plus Mini Kit”. Additionally, buffer RW1 was replaced
by buffer RWT. The RNA concentration was
determined by spectrophotometric absorbance at 260
nm.

Real-time  quantitative ~RT-PCR  analysis: For
quantification of miR-15b diluted RNA was reversely
transcribed using universal cDNA synthesis kit (Exiqon,
Vedbaek, Denmark). qRT-PCR was performed in
quadruplet by using LNA™ PCR primer sets (hsa-miR-
15b product no 204243), and SYBR®Green PCR kit
(both Exiqon, Vedbaek, Denmark). ¢cDNA synthesis
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started with 20 ng RNA in 20 pl gRT-PCR was
performed in 15 pl volumes in a Biorad CFX384 real
time PCR detection system using the following settings:
95°C, 10 min; 40 amplification cycle at 95°C (10 s) and
60°C (1 min), 1.6°C/s ramp-rate. For quantification of
SIRT4, 50 ng RNA was employed for cDNA-synthesis
with M-MLV (Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Germany). For real time PCR of SIRT4 a TagMan assay
(FAM, # 4331182, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Germany) with the following settings was
used: 95°C, 10 min; 40 amplification cycles at 95°C (15
s) and 60°C (1 min).

To avoid different expression of housekeeping genes in
the two skin compartments, copy numbers were
measured as described [101] using a standard DNA
fragment which has been purified with a NucleoSpin®
(Macherey & Nagel, Diiren, Germany). After spectro-
photometrical quantification of the fragment the
concentration in copy number/biopsy was calculated
using the molecular weight of the standard DNA.

Inhibition of basal and senescence-associated SIRT4

paraformaldehyde for 20 min and permeabilized with
0.2% Triton X-100 for 20 min followed by a blocking
step with 4% BSA/0.05% saponin for 30 min at room
temperature. Subsequently, cells were costained with
primary antibodies against the mitochondrial marker
MTCO2 (abcam, ab3298; 1:500), SIRT4 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., sc-135053; 1:200), and o-Tubulin
(Acris antibodies, SM568P, 1:500) overnight at 4°C.
Secondary antibodies (Alexa Fluor 488-conjugated goat
anti-mouse [gG, Alexa Fluor 543-conjugated goat anti-
rabbit IgG, and Alexa Fluor 633-conjugated goat anti-
rat IgG) were from Life Technologies and used at a
dilution of 1:500 for 1 hr at room temperature. Analyses
were performed with a LSMS510-Meta confocal
microscope (Zeiss) equipped with 40/1.3 or 63/1.4
immersion objectives and excitation wavelengths of 488
nm, 543 nm, and 633 nm. Cells were examined and
pictures were taken at the Z-stack level (0.5 um) and
when indicated further analysed using the Imagel
software v1.49k as described in the suppl. Materials &
Methods part.

Transfection of miR-15b “inhibitors” and siRNA

expression in MCF7 cells and primary human dermal

duplexes to modulate SIRT4 expression. Primary

fibroblasts by transfection of miR-15b specific
“mimics”. Six nmoles of control miRNA mimics or
oligonucleotides mimicking endogenous miR-15b
function (“miR-15b mimics”; Qiagen, Hilden) were
transfected into MCF7 cells seeded on 6-well plates
using the HiPerFect transfection reagent (Qiagen)
essentially as described by the provider. Immediately
thereafter premature senescence by cellular TACC3
depletion was triggered by the addition of doxycycline
[22]. SIRT4 mRNA levels were determined four days
later by qRT-PCR as described above.

In the case of primary human dermal fibroblasts, cells
were transfected with 50 nmoles of control mimics or
miR-15b mimics using the DharmaFect transfection
reagent essentially as described by the manufacturer
(ThermoScientific). Cells were trypsinized twenty four
hours after transfection, exposed to yIR (20 Gy) as
described above, and thereafter re-seeded on 6-well
plates at densities of 7.3x10%cm’ (controls) and
10.5x10%cm® (yIR). SIRT4 mRNA levels were
determined twenty four hours later by quantitative RT-
PCR as described above.

Immunofluorescence and confocal laser scanning
microscopy. Human dermal fibroblasts were subjected

to y-irradiation as described above and seeded in 6-well
plates on coverslips. Alternatively, cells were
transfected with miR-15b inhibitors in the absence or
presence of siRNA duplexes against SIRT4 as described
below. Cells were fixed four days later in 4%

human dermal fibroblasts were transfected in six-well
plates (2x10° cells/well) with 6.5 nmoles of miR-15b
“inhibitor” oligos (Qiagen, MIN0004586) or control
oligos (Qiagen, 1022076) in the presence or absence of
10 nmoles of 27-mer siRNA duplexes against human
SIRT4 (Origene, SR308254) using the DharmaFect
transfection reagent essentially as described above.
Cells were analysed two, three, and four days after
transfection. Transfection efficiency was controlled by
employing the siGLO Red transfection indicator (GE
Healthcare, D-001630-02-05).

Measurement of mitochondrial reactive oxygen species

(ROS) and mitochondrial membrane potential. Cells
were costained with 100 nM MitoTrackerGreen® (Cell

Signaling  Technology, #9074) and 5 uM
MitoSoxRed™ mitochondrial superoxide indicator
(Life  Technologies, = M36008) to  determine
mitochondrial ROS levels. JC-1 (2 uM; Life

Technologies, T3168) was employed to determine the
mitochondrial membrane potential. Protocols were
followed and flow cytometric measurements performed
on a FACSCalibur™ (BD) essentially as described
[102]. MitoQ [10-(6’-ubiquinonyl) decyltriphenyl-
phosphonium bromide] [72] (kindly provided by Dr.
Mike Murphy, Cambridge) was used as a mitochondria-
specific antioxidant thereby treating fibroblasts with a
concentration of 100 nM for three days.

Analysis  of  mitochondrial  morphology  and
fragmentation. Human dermal fibroblasts were
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transfected with miR-15b inhibitors in the presence or
absence of siRNA duplexes against SIRT4 as described
above. Four days later, cells were fixed and stained with
SIRT4 and MTCO2 specific antibodies. The
mitochondrial network was analysed as described [103]
employing an Image] Mito-Morphology macro
(http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:morpho
logy: mitochondrial morphology macro plug-in: start)
[104] to evaluate microscopic pictures taken by confocal
laser scanning microscopy. Cellular morphology/size was
defined by parallel a-Tubulin staining.

Statistical analysis. /n-vitro data are typically presented
as mean £ SD, in-vivo data as vertical point plot with
median indicated as horizontal line. When comparing
two groups, paired, unpaired t-test, or the non-
parametric Wilcoxon signed rank or Mann-Whitney
rank sum tests were employed. Multiple comparisons
were analysed by one-way analysis of wvariance
(ANOVA) (or on ranks) followed by SNK.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS

Cellular TACC3 depletion in MCF7 cells. The
centrosomal protein TACC3 was depleted essentially as
described [1-3]. Cells were plated at a density of
3x10%cm’® (control shRNA) and 6.7x10%cm? (TACC3
shRNA). Expression of control or TACC3 shRNA was
induced by adding doxycycline (5 pg/ml) to the culture
medium for 4 days.

Ionizing vy-irradiation (yIR) of MCF7 cells. Trypsinized
cells were exposed to yIR (20 Gy) using a Gammacell
1000 Elite irradiator (Nordion International, Inc.,
Fleurus, Belgium). After irradiation, MCF7 cells were
plated at a density of 6.7x10%cm?®, 3.3x10%/cm?,
0.8x10*cm’ (control), and 8.3x10%cm’ (20 Gy) and
harvested for analysis on days 2, 4 and 6 after treatment.

Repetitive UV treatment of primary human skin
fibroblasts. Human dermal fibroblasts were isolated

from the foreskin of four different donors (age: 1 to 3
years). Approval had been obtained from the Ethics
Committee of the Heinrich-Heine-University. The study
has been conducted according to the ethical rules stated
in the Declaration of Helsinki Principles and the ICH
GCP guideline was followed as applicable. Cells were
cultivated in Eagle's minimum essential medium with
Earle's salts (MEM, PAA Laboratories, Pasching,
Austria) and supplemented with 10% fetal bovine serum
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany), 1% antibiotics/
antimycotics (penicillin, streptomycin, amphotericin B),
and 1% glutamine (Invitrogen) and then cultivated on
100 mm plastic culture dishes (Greiner, Solingen,
Germany) at 37°C in humidified air with 5% CO,. Cells
were used between passages five and ten and grown to
confluency before treatment. Twenty four hours before
UV irradiation media were changed to serum-free
MEM.

Cells were exposed once daily to a single dose of 100
mW/m? ultraviolet radiation from TL20W/I2RS SLV
(Phillips, Hamburg, Germany) fluorescent bulbs, which
primarily emit in the range of 290-315 nm (= UVB) for
a period of five days. For irradiation, medium was
replaced by  phosphate-buffered saline (37°C,
Invitrogen). Control cells (sham treated) were held on
room temperature under similar conditions, but without
irradiation. Following the last treatment, cells were
cultivated for 24 and 72 hours with serum-free MEM
medium at 37°C.

Quantification of copy numbers of miR-15/16 family
members in primary human dermal fibroblasts exposed
to yIR. Isolation of miRNAs from control and yIR-
treated (20 Gy) fibroblasts and real-time quantitative

RT-PCR analysis was performed essentially as
described in the Material and Methods section of the
manuscript.  PCR  primer sets miRCURY LNA™
Universal RT were obtained from Exigon (Vedbaek,
Denmark) and used were: hsa-miR-15b, product no.
204243; miR-15a, product no. 204066; miR-16-1,
product no. 205902; miR-16-2 product no. 204309;
miR-195, product no. 204128; miR-497, product no.
204354.

Quantification of SIRT4 protein levels by ELISA. Cells
were lysed in buffer containing 1% Nonidet P-40, 50
mM Tris/HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, and 2 mM EDTA
and protein concentrations were measured using the
Bio-Rad protein assay kit. Ninety-six well plates
(M9410, Sigma) were coated overnight at 4°C with 20
pg protein lysate in 100 pl coating buffer (0.03 M
Na;COs, 0.07 M NaHCO;, pH 9.6). Plates were washed
with PBS-T (0.05% Tween) and blocked with 1% BSA
for 2 h at room temperature followed by successive
incubation steps with a primary antibody against SIRT4
(H-300, Santa Cruz; overnight at 4 °C) diluted in
blocking solution (1:200) and secondary antibodies
(#7074, Cell Signaling; 1:1000; 2 h at room
temperature). Signal development was started by the
addition of 100 pl BM Blue POD Substrate
(11442066001, Roche), stopped by adding 100 pl
H,SO4 (1.8 M), and analyzed at 450 nm using an
Infinite 200 PRO NanoQuant Microplate Reader
(Tecan).

Calculation of the SCINEXA™ Score. Calculation of
the SCINEXA™ Score was performed as described
previously [4] except for the following adaptations: In
this study the different skin parameters were scored
from 0 to 5, not 0 to 3. Regarding extrinsic skin aging
the following parameters were not included: Yellowness
and dryness of the skin, pseudo scars, permanent
erythema as well as the pathological skin conditions
(carcinomas, melanoma, actinic pre-cancerosis) as these
were exclusion criteria of the study. Instead, we
included sunburn and lentigines solaris at two different
body sites and evaluated coarse wrinkles at six different
locations. Regarding intrinsic skin aging we evaluated
lax skin appearance at two different body sites instead
of judging the overall appearance of the skin. In
addition coarse wrinkles formation was evaluated at six
different locations while reduced fat tissue was not
included as a scoring parameter. The overall number of
parameters remained the same as in the original
publication.

Analysis of SMC4 and DLEU?2 expression in human
skin samples. Expression levels of SMC4 and DLEU2
were determined by real-time quantitative RT-PCR

www.impactaging.com

506

AGING, March 2016, Vol. 8 No.3

62



analysis as described in the Material and Methods
section of the manuscript. PCR  primer for
SMC4 and DLEU2 were derived from the sequences:
NM_05496.3 (SMC4: 5°'-

TCG AAG CCA TGG AAT TGA CTT-3" and 5'-

TGT TCA GTC TGG-

CCT TTT GGT-3") and

NM_002612.1 (DLEU2: 5°-

AGC ACA GTG GAA CTA GAT CCT AGT ACA G-
3 and 5'-GTT-

TGG AGA TCA GTA GAA GGA AAT TTC-3").

Microarray analysis (mRNA and miRNA). Microarray
analyses were done using the “Quick Amp Labeling
Kit, one color” (Agilent Technologies Cat.-No 5190-
0442) and the RNA Spike In Kit, one color (Agilent
Technologies Cat.-No 5188-5282) following the
manufacturer’s protocol. We used 500 ng of total RNA
as starting material for cDNA synthesis. The ¢cDNA
synthesis and in vitro transcription (IVT) were
performed according the manufacturer’s instructions.
The quantity and labeling efficiency of the labeled
cRNA were measured photometrical (NanoDrop ND-
1000, Fisher Scientific). For gene expression analysis
the labeled cRNA was hybridized onto “Whole Human
Genome 4x44K Microarrays” (Agilent Technologies,
Cat.-No G4112F) for 17 hours at 65°C and 10 rpm in
the hybridization oven (Agilent Technologies). For
miRNA expression analysis the “Human miRNA
Microarray (V2)” (Cat.-No G4471A-019118; Agilent
Technologies) was employed. Washing of the arrays
were performed according to the manufacturer’s
recommendation. The Cy3 fluorescence intensities were
detected by scanning the arrays using the Agilent DNA
microarray scanner (G2505B). The resulting image files
were analyzed with Feature extraction software. Raw
data files were processed and analysed using the
GeneSpring Software Version 11 (Agilent Technologies)
and were deposited at GEO (Gene Expression Omnibus)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE45

729).

SIRT4 - 3°-UTR luciferase bindings assays employing
miR-15b specific “mimics. Hela cells were grown on
6-well plates and seeded at 1.2x10° cells per well 24 h.
before transfection using the lipofectamine 2000
transfection reagent (Life Technologies). Cells were co-
transfected with firefly luciferase reporter plasmids (4
pg; pMirTarget, Origene; SC202362; harboring the
SIRT4 - 3’-UTR with a wild-type miR-15b seed
sequence [5’-TGCTGCTA-3’] or a mutated miR-15b
seed sequence [5’-TGCGACTA-3"]) and the pRL-SV40
renilla luciferase vector (0.3 pg; Promega) together with
50 nmoles of oligonucleotides mimicking endogenous
miR-15b function (“miR-15b mimics”; Qiagen) or

control miRNA mimics. Cells were harvested 36 h after
transfection and luciferase activity was determined
using the Dual Luciferase® assay system (Promega)
and a MicrolumatPlus Luminometer LB96V (EG&G
Berthold). Depicted are normalized luciferase activities
(ratio of firefly/renilla luciferase signal intensities).

Enzymatic glutamate dehydrogenase (GDH) activity
assay. GDH activity was determined colorimetrically
employing an assay kit (Sigma-Aldrich, MAK099)
essentially as described by the manufacturer. Cells were
lysed in GDH assay buffer and protein concentration of
the lysates was measured using the protein assay kit I1
(Bio-Rad, #500-0002). Enzymatic activities were
determined from 25 pg of lysate by calculating the rates
of enzymatic activity from the slope of the linear part of
the reaction curve.

Immunoblot analysis. Total cell lysates were prepared
in lysis buffer containing 1% Nonidet P-40, 50 mM
Tris/HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, and 2 mM EDTA.
Protein samples were separated by SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose membranes (Hybond C, GE
Healthcare, Freiburg, Germany). Blots were probed
with an E2F1-specific antibody (#3742; Cell Signaling).
Following incubation with the secondary antibody
signals were visualized using a LI-COR imaging
system. GAPDH levels (antibody from Abcam,
Cambridge) served as loading control.

Image analysis of confocal microscopic pictures.
Stacked confocal images were analyzed using the

ImageJ software v1.49k (Z project average, using the o-
Tubulin signal to create a region of interest; filter:
median, radius: 4; background substracted, rolling=200;
threshold: huang white; particles analyzed from the size
of 500 px to infinity, edges were excluded) by
employing the following macro command:

original = getTitle();

# run Z Project "Median" with all ten pictures

run("Z Project...");

run("Split Channels");

# select the alpha-Tubulin-channel
selectWindow("C4-AVG " + original);

run("Median...", "radius=4");

run("Subtract Background...", "rolling=200");
run("Auto Threshold", "method=Huang white");
run("Watershed")

run("Analyze Particles...", "size=500-Infinity exclude
add™);

selectWindow("C2-AVG_" + original);
roiManager("Measure");

close();

selectWindow("C3-AVG " + original);
roiManager("Measure");
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close();
selectWindow("C4-AVG_" + original);
close();

SUPPLEMENTARY TABLES AND FIGURES

Please browse Full text version of this manuscript to see
Supplementary Figures, Tables and Datasets.

Supplementary Figures 1-10 and legends are listed
below.

Suppl. Figure 1. Microarray based expression
analysis of SIRT isoforms in MCF?7 cells at day 4 of
doxycycline-induced TACC3 shRNA expression (A)
or four days upon y-irradiation (yIR) using 20 Gy as
single dose (B). For SIRT3 and SIRTS, three oligos
each were detected on the original arrays with rather
inconsistent expression changes. Only SIRT4 mRNA
levels were significantly and consistently upregulated
both in TACC3-depleted and y-irradiated cells. Mean +
s.d. from four replicates of TACC3-depleted or y-

irradiated cells vs. controls. To evaluate statistical
significance, Student’s t-tests were performed
(*p<0.05).

Suppl. Figure 2. Imaging-based analysis of the
expression and colocalization of SIRT4 with the
mitochondrial marker MTCO2 in y-irradiated
human dermal fibroblasts. Confocal sections (0.5 pm)
depicting MTCO2 (green) — SIRT4 (red) and their
colocalization (yellow to orange) are shown for control
(sham treated) and y-irradiated fibroblasts.

Suppl. Figure 3. qPCR-based quantification of
selected and senescence-associated miRNAs in
MCEF7 cells at day 4 of doxycycline-induced TACC3
shRNA expression. (A) members of the miR-17-92 and
miR-106a-363 clusters are downregulated upon TACC3
depletion. (B) qPCR-based expression analysis of
miRNAs which were differentially expressed upon
TACC3 depletion (suppl. Table 1). Means + s.d. from
three independent experiments analysing TACC3-
depleted cells vs. controls are depicted. To evaluate
statistical ~ significances, Student’s t-tests were
performed (¥p<0.05; **p<0.01).

Suppl. Figure 4. Prediction of miRNA binding sites
using the TargetScan software. (A) Overview of
candidate miRNAs binding to the 3’-untranslated region
(3°-UTR) of the S/RT4 gene in vertebrates. The putative
binding site for miR-15/16/195/424/497 (all miRNAs
display the same seed region of 8 bp) is highly
conserved among vertebrates (Hsa, Homo sapiens).
Among these miRNAs, only miR-15b was

downregulated in TACC3-depleted MCF7 cells
undergoing premature senescence (suppl. Table 1). (B)
Comparison between conserved and poorly conserved
miRNA sites in the human S/IRT4 gene. Algorithms
used by TargetScan (www.targetscan.org) have been
described elsewhere [5-7].

Suppl. Figure 5. Differentiation between extrinsic
(UV radiation) and intrinsic (chronological) skin
aging through determination of the SCINEXA™
score. Human skin samples obtained from neck vs.
buttock skin of the same individuals (age ranges: 18-25
years and 60-66 years; median = SEM) were assessed
for multiple parameters as previously described [4] in
order to distinguish between extrinsic (score >2) and
intrinsic (score <2) skin aging. To evaluate statistical
significance, Wilcoxon signed rank tests were
performed (***p<0.001).

Suppl. Figure 6. Quantitative analysis of members of
the miR-15/16 family in primary human dermal
fibroblasts. Determination of copy numbers of the
indicated miRNAs of the miR-15/16 family in
fibroblasts four days (A) and six days (B) after yIR (20
Gy) as compared to control (sham treated) cells. Means
+ s.d. from six independent experiments are depicted.
To evaluate statistical significance for each miRNA,
ANOVA (or on ranks) SNK was performed. For clarity,
results are depicted for each day separately and sorted
by copy number ranking (*p<0.05).

Suppl. Figure 7. Increased expression of SMC4 and
DLEU2 in human photoaged skin. Analysis of SMC4
and DLEU2 expression by real-time quantitative RT-
PCR in human skin samples obtained from neck vs.
buttock skin of the same individuals [age ranges: 18-25
years (A) and 60-66 years (B); n=13-14 per group;
median £ SEM]. To evaluate statistical significance,
Wilcoxon signed rank tests were performed
(***p<0.001).

Suppl. Figure 8. The protein levels of E2F1, a
putative regulator of the miR-15/16 — SIRT4 axis,
decrease during stress induced senescence. E2F]
protein levels were analysed in MCF7 cells at day 6 upon
doxycycline-induced TACC3 shRNA expression (A) or
y-irradiation (yIR) using 20 Gy as single dosis (B).

Suppl. Figure 9. Suppression of senescence-
associated SIRT4 upregulation in MCF7 cells by
oligonucleotides mimicking the function of
endogenous miR-15b. (A) Extrinsically applied miR-
15b mimics inhibit basal SIRT4 mRNA levels and
prevent their upregulation in MCF7 cells driven into
premature senescence through TACC3 depletion (n=3
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independent experiments, mean + s.d.). To evaluate
statistical significance, ANOVA on ranks SNK were
performed (*p<0.05). (B) The 3’-UTR of the human
SIRT4 mRNA is a direct target of miR-15b. HeLa cells
were co-transfected with firefly luciferase reporter
plasmids harbouring the SIRT4 - 3°-UTR or a mutated
SIRT4 - 3’-UTR (mut.) and the pRL-SV40 renilla
luciferase vector together with oligonucleotides
mimicking endogenous miR-15b function (“miR-15b
mimics”) or control oligonucleotides. Results are given
as means + s.d (n=4 independent experiments with all
transfections performed in triplicate). To evaluate
statistical significance, ANOVA on Ranks SNK was
performed (*p<0.05).

Suppl. Figure 10. Transfection of MicroRNA-15b
inhibitors does not result in an inhibition of
glutamate dehydrogenase (GDH) activity in human
dermal fibroblasts. Fibroblasts were transfected with
miR-15b inhibitors or control oligonucleotides and
GDH activity was determined at the indicated days
following. N=5-6, mean + s.d.; to evaluate statistical
significances, Mann-Whitney rank sum test were
performed.
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Suppl. Table 1: miRNAs differentially regulated upon TACCS3
depletion in MCF7 cells thereby undergoing premature senescence.

miRNA Regulation Fofei:;f::e / P value
hsa-miR-146b-5p up 3,82 0,0094
hsa-miR-1977 up 2,34 0,0345
hsa-miR-181a* up 2,20 0,0174
hsa-miR-193b* up 2,14 0,0243
hsa-miR-141 up 1,98 0,0046
hsa-miR-1973 up 1,92 0,0229
hsa-miR-29b-1* up 1,77 0,0033
hsa-miR-125b up 1,72 0,0322
hsa-miR-21* up 1,71 0,0213
hsa-miR-491-3p up 1,69 0,0001
hsa-miR-30¢ up 1,68 0,0203
hsa-miR-200a* up 1,64 0,0189
hsa-miR-30e up 1,54 0,0450
hsa-miR-200c* up 1,53 0,0424
hsa-miR-1275 up 1,53 0,0002
hsa-miR-183* down 3,34 0,0037
hsa-miR-501-3p down 2,65 0,0046
hsa-miR-345 down 2,63 0,0140
hsa-miR-18a down 2,27 0,0071
hsa-miR-194 down 2,07 0,0429
hsa-miR-33a down 2,06 0,0005
hsa-miR-218 down 1,99 0,0341
hsa-miR-32 down 1,94 0,0046
hsa-miR-17 down 1,93 0,0205
hsa-miR-18b down 1,84 0,0169
hsa-miR-19a down 1,83 0,0115
hsa-miR-19b down 1,83 0,0109
hsa-miR-7 down 1,82 0,0388
hsa-miR-192 down 1,77 0,0072
hsa-miR-19b-1* down 1,75 0,0011
hsa-miR-101 down 1,70 0,0301
hsa-miR-362-3p down 1,70 0,0051
hsa-miR-769-5p down 1,64 0,0164
hsa-miR-20a down 1,62 0,0339
hsa-miR-15b down 1,61 0,0207
hsa-miR-590-5p down 1,57 0,0243
hsa-miR-503 down 1,54 0,0283
hsa-miR-219-5p down 1,52 0,0284

Analysis of differentially expressed miRNAs using the Genespring software (ver11)
(expression changes 2 1.5-fold were determined four days after DOX-induced
TACC3 shRNA expression that triggers premature senescence; p<0.05; student's
t-test).




Suppl. Table 2: Overview of the number of differentially regulated, putative
miRNA target genes vs. the total number of candidate miRNA target genes.

miRNA regl:l.];l::er:n}::.latlalt:ive Caglnedr:::tg ::;Ig;et P value
target genes

1 | hsa-miR-17 138 1601 0,000011
2 | hsa-miR-20a 138 1594 0,000008
3 | hsa-miR-30e 129 1445 0,000004
4 | hsa-miR-30c 124 1440 0,000031
5 | hsa-miR-19a 124 1385 0,000004
6 | hsa-miR-19b 124 1383 0,000004
7 | hsa-miR-15b 108 1359 0,001533
8 | hsa-mir-21* g9 1345 0,021258
8 | hsa-miR32 98 992 0,000002
10 | hsa-miR-218 75 28 0,005707
11 | hsa-miR-1071 B5 855 0,092452
12 | hsa-miR-125b B 45 0,085203
13 | hsa-miR-7 63 473 0,000007
14 | hsa-miR-503 35 355 0,002857
15 | hsa-miF-18a 32 320 0,003898
16 | hsa-miR-18b 32 320 0,003698
17 | hsa-miR-580-5p a0 07 0,006633
18 | hsa-miR-219-5p 29 417 0,342898
19 | hsa-miR-491-3p 25 278 0,029984
20 | hsa-mik- 184 23 363 0,651865
21 | hsa-miF-382-3p 71 327 0,634298
22 gza-miR-MBb- 20 169 0,002443
23 | hsa-miF-33a 15 376 0,145934
24 | hsa-miF-192 13 125 0,051668
25 | hsa-miR-345 11 140 0,277760
26 | hsa miF-501-3p g 241 0,211704
27 | hsa-miR 769-5p 7 126 1,000000
28 | hsa-miF-1275 3 g0 0,493812

Analysis of putative target mRNAs differentially regulated by miRNAs was performed using the
Genespring software (ver11). Expression changes = 1.75 were determined four days after DOX-
induced TACC3 shRNA expression and senescence induction (p<0.05; student's t-test). As indicated
in the last column, significant correlations between the total number of putative target mRNAs vs. the
number of differentially expressed candidate target mRNAs were determined using Fisher‘s exact test
(p<0.05) and a Bonferroni correction (highly significant miRNA-mRNA correlations with p<0.0018 are
indicated in bold).
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6.2. SIRT4 interacts with OPA1 and regulates mitochondrial

quality control and mitophagy

Lang A, Anand R, Altinoluk-Hambiichen S, Ezzahoini H, Stefanski A, Iram A, Bergmann L,
Urbach J, Bohler P, Hansel J, Franke M, Stihler K, Krutmann J, Scheller J, Stork B, Reichert

AS and Piekorz RP. Aging (Albany NY). 2017; 9:2160-2186. DOI: 10.18632/aging.101307

6.2.1. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung des stressresponsiven mitochondrialen Sirtuins
SIRT4 auf die mitochondriale Qualitdtskontrolle weiterfithrend charakterisiert. Wie bereits in
Kapitel 6.1 beschrieben, konnten in Zusammenhang mit der Hochregulation der SIRT4-
Expression durch miR-~15b-Inhibition in humanen dermalen Fibroblasten negative Effekte auf
die Morphologie und Qualitdt der Mitochondrien beobachtet werden. Dabei nahm unter

anderem das Membranpontential ab und die Produktion von mitochondrialem ROS zu.

In dieser Arbeit zeigte die moderate Uberexpression von wildtypischem SIRT4, jedoch nicht
der enzymatisch inaktiven H161Y-Mutante oder der zytoplasmatischen Form A28N, eine
deutliche Sensitivierung von Mitochondrien gegentiber mitochondrialem Stress. Die Behandlung
der Zellen mit Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon (CCCP) erhohte die mitochondriale
ROS-Zunahme besonders stark in SIRT4-tiberexprimierenden Zellen. Gleichzeitig wurde
gezeigt, dass diese Zellen mehr Autophagosomen bilden und dass somit der Autophagieflux
hochreguliert wird. Die genaue Betrachtung der mitochondrien-spezifischen Autophagie
(Mitophagie), deren Ziel es ist, gesondert defekte Mitochondrien effizient abzubauen, wurde
mittels der konfokalen Laserscanmikroskopie ausgewertet und erfolgte durch die Analyse der
mitochondrialen Rekrutierung von Parkin (Parkin-Punktformationen an Mitochondrien).
Obwohl die absolute Anzahl der Parkin-Punkte pro Zelle in SIRT4-iiberexprimierenden Zellen
zunahm, wurde durch den Bezug auf die jeweilige Mitochondrienmasse ersichtlich, dass die
Parkin-Rekrutierung pro Mitochondrium abnahm und dass SIRT4 somit die Mitophagie
dementsprechend reduziert. In  mikroskopischen Aufnahmen, aber auch in der

Durchflusszytometrie, konnte eine Zunahme der Mitochondrienmasse in Abhéngigkeit von
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wildtypischen SIRT4 beobachtet werden. Ebenfalls zeigte die Uberexpression von SIRT4 eine
Reduktion des Sauerstoffverbrauchs in den Zellen. Dies liel ebenfalls auf eine reduzierte
mitochondriale Qualitat schlieen. Mithilfe von massenspektrometrischen Interaktionsanalysen
konnte Optic atrophy protein 1 (OPA1) als Interaktionspartner von SIRT4 identifiziert werden,
der fiir die Fusion von Mitochondrien wesentlich ist. Die SIRT4-OPA1-Interaktion wurde in
Co-Immunprézipitationsexperimenten validiert und hierbei eine Abhéngigkeit der Interaktion
von der katalytischen Aktivitdt von SIRT4 beobachtet. Morphologische Untersuchungen
mithilfe der hochauflésenden spinning disk-Mikroskopie zeigten, dass die Uberexpression von
SIRT4 die Mitochondrienmasse in den Zellen deutlich ansteigen ldsst und hierbei starker
verzweigte mitochondriale Netzwerke fordert. Unter basalen Bedingungen konnte in den Zellen
eine grofere Menge der aktiven, die Fusion von Mitochondrien férdernden L-OPA1-Form im
Vergleich zur ,inaktiven® S-OPA1-Form nachgewiesen werden. Diese Beobachtung wurde in
priméren humanen Hautfibroblasten als Seneszenzmodell validiert, in welchem SIRT4 nach
miR-15b-Inhibition oder ionisierender Bestrahlung (YIR) hochreguliert wurde. Hierbei nahm die
L-OPA1-Form ebenfalls zu. Dieser Effekt konnte durch Transfektion mit SIRT4-siRNAs
inhibiert werden. Auch die mitochondriale Morphologie zeigte in den Fibroblasten-
Seneszenzmodellen dhnliche Verianderungen wie im SIRT4-Uberexpressionsmodell in HEK293-
Zellen. Zusammengefasst beschreibt diese Publikation eine mogliche Reduktion der
mitochondrialen Qualitatskontrolle durch die SIRT4-vermittelte Stabilisierung der aktiven L-
OPA1-Form, wodurch ein stabileres und fixierteres mitochondriales Netzwerk entsteht und so
die Mitophagie reduziert. Diese SIRT4-abhéngige Inhibition der mitochondrialen

Qualitdtskontrolle kénnte einen Effekt auf die zellulare Seneszenz und Alterung haben.

Der Autor der vorliegenden Dissertation erarbeitete ca. 90% der Befunde dieser Publikation.
Alle Experimente wurden vom Autor durchgefithrt und ausgewertet. Die Koautoren halfen bei
der Durchfithrung komplexer Methoden wie der Massenspektrometrie und Respirometrie und
unterstiitzten durch konstruktive Diskussion das Voranschreiten der Arbeit sowie die

Zusammenstellung der Publikation.
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ABSTRACT

The stress-responsive mitochondrial sirtuin SIRT4 controls cellular energy metabolism in a NAD*-dependent
manner and is implicated in cellular senescence and aging. Here we reveal a novel function of SIRT4 in
mitochondrial morphology/quality control and regulation of mitophagy. We report that moderate
overexpression of SIRT4, but not its enzymatically inactive mutant H161Y, sensitized cells to mitochondrial
stress. CCCP-triggered dissipation of the mitochondrial membrane potential resulted in increased mitochondrial
ROS levels and autophagic flux, but surprisingly led to increased mitochondrial mass and decreased Parkin-
regulated mitophagy. The anti-respiratory effect of elevated SIRT4 was accompanied by increased levels of the
inner-membrane bound long form of the GTPase OPA1l (L-OPA1) that promotes mitochondrial fusion and
thereby counteracts fission and mitophagy. Consistent with this, upregulation of endogenous SIRT4 expression
in fibroblast models of senescence either by transfection with miR-15b inhibitors or by ionizing radiation
increased L-OPA1 levels and mitochondrial fusion in a SIRT4-dependent manner. We further demonstrate that
SIRT4 interacts physically with OPA1 in co-immunoprecipitation experiments. Overall, we propose that the
SIRT4-OPA1 axis is causally linked to mitochondrial dysfunction and altered mitochondrial dynamics that
translates into aging-associated decreased mitophagy based on an unbalanced mitochondrial fusion/fission
cycle.
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INTRODUCTION

Aging is defined as a time-dependent loss of
physiological integrity and organ function and is
characterized by key hallmarks, among them genomic

instability, stem cell exhaustion, mitochondrial
dysfunction, and cellular senescence [1]. Senescence is
either elicited endogenously, e.g. via telomere

shortening in the case of replicative senescence [2-4], or
triggered by extrinsic noxae such as UV radiation
(stress-induced senescence) that is responsible for
photo-aging of the skin [5-7]. Senescent cells occur and
accumulate in-vivo, and clearance of senescent cells
ameliorates  aging-associated pathologies thereby
extending healthy lifespan [8, 9]. The hallmarks of
aging are functionally interconnected. For instance,
upregulation of the cyclin-dependent kinase (CDK) and
cell cycle inhibitor pZIWAF, a p53 target gene and key
effector of stress-induced cellular senescence [10, 11],
leads to a reduced capacity of stem cell dependent tissue
regeneration [12]. Moreover, p21WAF maintains a
vicious circle in y-irradiated fibroblasts by re-enforcing
senescence signaling via the generation of more
mitochondrial reactive oxygen species (mtROS) and
thus more ROS induced DNA damage [13]. Overall, the
pro-aging effects of senescence and the SASP
(senescence associated secretory phenotype) seem to be
at least in part dependent on the presence of
mitochondria [14, 15].

The morphology and dynamics of mitochondria
underlie a stringent quality control via fusion-fission
cycles which are primarily mediated by the key large
GTPases OPA1 (optic atrophy 1), mitofusins (MFN1
and 2), and DRPI (dynamin-related protein 1). Aging-
associated changes in the expression levels of fusion
proteins (OPA1, MFN1/2) or reduction of the fission
factors DRP1 and FIS1 (a recruitment factor for DRP1
in the mitochondrial outer membrane) have been
observed in senescent endothelial or mesenchymal stem
cells, both resulting in increased mitochondrial
elongation and fusion [16, 17]. As part of mitochondrial
quality control, dysfunctional/depolarized, fragmented
mitochondria are  continuously eliminated by
mitophagy, a form of selective autophagy [18-20].
However, there is accumulating evidence for a decline
of autophagy and mitophagy during aging [18, 21-27]
thereby impairing mitochondrial quality and function.
For instance, mitophagy was greatly reduced in aged
muscle stem cells (satellite cells) resulting in
accumulation of dysfunctional mitochondria, increased
ROS generation, and a senescent phenotype [28, 29].

Mitochondrial = sirtuins (mtSIRT) comprise three
members, SIRT3, SIRT4, and SIRT5 which are all
involved in regulating energy metabolism and metabolic

homeostasis [30-33] and whose expression is regulated
by transcriptional and post-transcriptional mechanisms,
including miRNAs [34, 35]. Among the mtSIRTS,
SIRT4 expression is upregulated during senescence
triggered by different stimuli as well as in-vivo in
photo-aged human skin [35]. Upregulation of SIRT4
expression can per se induce senescence as shown in
trophoblast stem cells [36]. Only limited information
exists about the role of mtSIRTs in the regulation of
mitochondrial ~morphology/dynamics and  quality
control mechanisms. SIRT3, the major deacetylase of
metabolic  targets in  mitochondria, promotes
mitochondrial networking and function by activating the
fusion factor OPA1 [37]. In the case of SIRTS, an
enzyme with demalonylase, deglutarylase, and
desuccinylase activities [38, 39] that regulates ammonia
detoxification, mitochondrial size was increased and
mitophagy decreased upon SIRTS overexpression [40].
Lastly, overexpression of SIRT4 was linked to the
regulation of mitochondrial dynamics via inhibition of
ERK-mediated phosphorylation of the pro-fission factor
DRP1, therefore inhibiting its activity and hence
mitochondrial fission [41]. Similar to SIRTS5, several
enzymatic activities have been described for SIRT4,
including ADP-ribosylation of glutamate
dehydrogenase (GDH) [42], lipoamidase mediated
targeting of the pyruvate dehydrogenase (PDH)
complex [43], and lysine deacetylation in the control of
leucine metabolism [44].

We demonstrated recently that up-regulation of
endogenous  SIRT4  expression  inhibits  the
mitochondrial membrane potential (A¥m), increases
mtROS level, and alters mitochondrial morphology
towards aggregation [35]. Here, we further addressed
the molecular basis for this phenotype in cells stably
expressing wild-type and mutant forms of SIRT4 at low
levels and characterized the role of SIRT4 in
mitochondrial ~ morphology/quality  control  and
mitophagy under basal and mitochondrial stress
conditions.

RESULTS

SIRT4 promotes stress induced mitochondrial ROS
production

In the present study, we addressed the role of SIRT4, a
miR-15b repressed and stress-inducible senescence-
associated mitochondrial sirtuin [35, 45], in the
regulation of mitochondrial dynamics and quality
control. We generated HEK293 cell lines stably
expressing C-terminal eGFP fusion proteins of SIRT4,
including its catalytically inactive version (HI161Y) or
SIRT4(A28N) lacking the N-terminal mitochondrial
targeting signal [46]. Expression and subcellular
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Catalytically active SIRT4-eGFP increases
ROS production after CCCP-induced
mitochondrial uncoupling. HEK293 cell lines stably
expressing  eGFP,  SIRT4-eGFP, SIRT4(H161Y)-eGFP, or
SIRT4(A28N)-eGFP were treated with CCCP (10 nM) for two
hours either with or without pretreatment with MitoQ (100 nM;
16 hours). Thereafter cells were stained with the cell-permeant
dyes MitoTracker® Deep Red and MitoSOX™ Red followed by
flow cytometric analysis. Shown are mean * s.d. values from
nine experiments. To evaluate statistical significance
(comparison of eGFP vs. wild-type or mutant SIRT4 or
comparisons indicated by brackets) two-way ANOVA followed-
up by Tukey’s test were performed (**p<0.01; ***p<0.001). The
effect of MitoQ treatment was evaluated using a paired t-test
("p<0.05).

localization of SIRT4-eGFP and its mutants were
confirmed by confocal microscopy, immunoblotting,
and flow cytometry analysis (Suppl. Fig. 1). We next
subjected these cell lines to CCCP (Carbonylcyanide m-
chlorophenylhydrazone) treatment and hence to
dissipation of the mitochondrial membrane potential
(A¥m). As depicted in Fig. 1, cells expressing SIRT4-
eGFP displayed a significant increase in stress-induced
mitochondrial ROS (mtROS) levels which were two-
times higher as compared to eGFP-expressing control
cells and which could be significantly inhibited by co-
treatment with the mitochondria-specific anti-oxidant
mitoQ [47, 48]. In contrast, mtROS response was
significantly weaker in cells expressing
SIRT4(H161Y)-eGFP or SIRT4(A28N)-eGFP (Fig. 1).
Here, co-treatment with mitoQ did not show an effect.
Thus, consistent with the mtROS inducing and ¥m-
decreasing role of SIRT4 in primary human dermal
fibroblasts [35], SIRT4 expression promotes stress-
induced mtROS production also in HEK293 cells via its
enzymatic activity.

SIRT4 expression promotes stress triggered
autophagic flux, but decreases Parkin associated
mitophagy considering the increased mitochondrial
content

Mitochondria with sustained depolarization are
removed by mitophagy, a selective degradation
mechanism for damaged mitochondria, ensuring

mitochondrial quality control [22, 49]. To assess the
role of SIRT4 in this process we determined the
autophagic flux in HEK293 cell lines stably expressing
SIRT4-eGFP or its mutants by analyzing the levels of
the autophagy marker LC3B-II after treatment with
rapamycin (mMTORCI inhibitor and general autophagy
inducer) or CCCP (a mitochondrial uncoupler and
selective mitophagy inducer). As depicted in Fig. 2,
LC3B-II levels were approximately two-fold-increased
in CCCP-treated HEK293 SIRT4-eGFP cells, but did
not change significantly in cells expressing
SIRT4(H161Y)-eGFP or SIRT4(A28N)-eGFP. We did
not detect significant changes in the autophagic flux of
any of these cell lines following rapamycin treatment.
Consistent with the immunoblot analysis in Fig. 2, the
number of LC3B dots per cell was also approximately
two-fold higher in CCCP treated SIRT4-eGFP cells vs.
e¢GFP controls as determined by confocal imaging
analysis (data not shown). Given this potentially
specific effect of SIRT4 on mitophagy, we next
analyzed the translocation of the E3 ligase Parkin to
damaged mitochondria, a process that promotes
selective recruitment of mitochondria to the autophagic
machinery [18]. HEK293 cells expressing SIRT4-eGFP
(or its mutants) were transfected with a cDNA coding
for mCherry-Parkin, subjected to treatment with CCCP
and Bafilomycin A1 (BafA1), and analyzed by confocal
microscopic imaging (Fig. 3A). Translocation of
mCherry-Parkin to mitochondria was observed in all
instances as expected after dissipation of the membrane
potential. Yet, only for SIRT4-eGFP expressing cells
the mitochondrial mass was increased when compared
to the eGFP control (Fig. 3B). Taking this into account,
we observed that HEK293 cells expressing SIRT4-
e¢GFP, but not the catalytically inactive SIRT4(H161Y)-
eGFP or the extra-mitochondrially localized
SIRT4(A28N)-eGFP mutants, displayed a relative
decrease in mCherry-Parkin/MTCO2 double-positive
dots by approximately 40% when standardized against
the mitochondrial content (i.e., total MTCO02 signal)
(Fig. 3C). Taken together, these data indicate that under
mitochondrial  stress conditions SIRT4 despite
promoting mtROS production leads to a net decrease in
mitophagy and therefore subsequent decreased removal
of dysfunctional mitochondria.
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Figure 2. SIRT4-eGFP expression leads to an increased autophagic flux upon CCCP-induced mitochondrial uncoupling.
(A) HEK293 cell lines stably expressing eGFP, SIRT4-eGFP, SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4(A28N)-eGFP were treated with DMSO (control),
rapamycin (100 nM), or CCCP (10 uM) for two hours. In addition, during the second hour cells were either untreated (-) or co-treated
(+) with BafA1l (Bafilomycin A; 100 nM) that stalls autophagic flux via inhibition of the fusion between lysosomes and autophagosomes.
A representative experiment is depicted in which LC3B-I and LC3B-II levels were analyzed by immunoblotting. (B) LC3B-II signals (co-
treatment with BafA1) were compared to the protein levels of B-Actin/ACTB as loading control using Image) based quantification. Data
shown are mean = s.d. values from four to seven experiments. To evaluate statistical significance (treatment vs. DMSO) two-way

ANOVA followed by Tukey's test was performed (**p<0.01).

SIRT4 expression inhibits mitochondrial respiration
already under basal conditions

The findings above raised the question whether ectopic
SIRT4 expression predisposes cells to mitochondrial
stress by impacting already on basal mitochondrial
functions such as oxidative phosphorylation.
Conflicting results have been described regarding the
impact of increased SIRT4 levels on mitochondrial
oxygen consumption [50, 51]. We therefore measured
the oxygen flow in HEK293 cells expressing SIRT4-
eGFP (or its mutants) under basal conditions and upon
inhibition of specific respiratory complexes of the
electron transport chain (ETC) [52]. As depicted in Fig.

4A and B, HEK293 SIRT4-eGFP cells displayed a
significantly reduced oxygen flow both under basal
conditions and at maximum respiration, the latter
mirroring a reduced electron transport system capacity
(ETS) upon complete mitochondrial uncoupling of the
electron transport system using CCCP. Surprisingly,
cells expressing SIRT4(A28N)-eGFP, which cannot
localize to mitochondria, showed a significantly
increased O, flow both at basal and maximum
respiration (Fig. 4C). This finding suggests a dominant-
negative function of SIRT4(A28N) that could be caused
by inhibition and/or trapping of endogenous SIRT4 in
the cytosol. This interpretation is consistent with an
increased oxygen flux and improved mitochondrial
function upon SIRT4 depletion [51].
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Figure 3. SIRT4-eGFP expression results in overall decreased mitochondrial recruitment of mCherry-Parkin upon CCCP-
induced mitochondrial uncoupling. (A) HEK293 cell lines stably expressing eGFP, SIRT4-eGFP, SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4{A28N)-
eGFP (GFP signal in white) were transfected with an expression construct for mCherry-Parkin (red). After one day, cells were treated
with CCCP (10 uM) for two hours followed by co-treatment with BafA1l (100 nM) during the second hour. Cells were fixed and subjected
to confocal microscopic analysis. Mitochondria were detected using the marker MTCO2 (green). (B) Quantification of the mitochondrial
content via MTCO2 staining analysis using ImageJ software (Material & Methods and suppl. Material & Methods). (C) Quantification of
mCherry-Parkin/MTC02 double-positive dots was performed based on the mitochondrial content as determined in (B) using Image)
software (Material & Methods and suppl. Material & Methods). Numbers of cells analyzed in (B) and (C) from four experiments: eGFP,
57; SIRT4-eGFP, 55; SIRT4(H161Y)-eGFP, 43; SIRT4(A28N)-eGFP, 48. To evaluate statistical significance two-way ANOVA followed by

Tukey’s test was performed (*p<0.05).

SIRT4 expression leads to a higher degree of
elongated/fused mitochondria associated with higher
levels of the mitochondrial fusion regulator L-OPA1

Mitochondria, dependent on their (dys)functional
status/depolarization, — undergo  either  increased
mitochondrial fusion or fission, the latter of which leads
to mitophagic clearance upon excessive damage [20,
27]. To further analyze the impact of SIRT4 on
mitochondrial quality control we analyzed the
mitochondrial network, i.e. mass and structure, in
HEK293 cells expressing SIRT4-eGFP (or its mutants).
We employed confocal microscopy using staining with
the anti-mitochondria antibody MTC02 and subsequent
ImageJ based analysis. As depicted in Fig. 5A, cells
expressing SIRT4-eGFP underwent an increased

mitochondrial aggregation already under basal
(untreated) conditions. This aggregation was clearly less
pronounced in GFP control cells or cells expressing the
SIRT4 mutants. These findings were corroborated by
flow cytometry where HEK293 SIRT4-eGFP cells, but
not cells expressing SIRT4(H161Y)-eGFP or
SIRT4(A28N)-eGFP, depicted significantly increased
MitoTracker® staining intensity and hence an increased
mitochondrial mass (Suppl. Fig. 2A and 2B). Further
quantitative analysis revealed that the mean length of
fused mitochondrial tubes was significantly increased
only in SIRT4-eGFP expressing cells (Fig. 5B and
Suppl. Fig. 3; Suppl. Movies 1 to 4). To corroborate this
finding at the molecular level we analyzed the
proteolytic processing of the large GTPase and key
mitochondrial fusion/fission regulator OPA1 [53, 54].
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Figure 4. Oxygen consumption is reduced in HEK293 cells
expressing SIRT4-eGFP. Respirometric measurements of
oxygen consumption were performed in HEK293 cell lines stably
expressing SIRT4-eGFP  (A), SIRT4(H161Y)-eGFP (B), or
SIRT4(A28N)-eGFP (C) as previously described [52, 64]. Oxygen
consumption was measured under basal and stressed conditions
(leak: treatment with oligomycin A, 2 pg/ml; ETS: mitochondrial
uncoupling of the electron transport system using CCCP, 400-
500 nM; residual oxygen consumption, ROX: treatment with 500
nM rotenone and 2.5 pM antimycin A) as compared to control
cells expressing eGFP. To evaluate statistical significance two-
way ANOVA followed by Tukey’s test was performed [**p<0.01,
*%%¥9<0.001; SIRT4-eGFP: n=5; SIRT4(H161Y)-eGFP, n=4;
SIRT4(A28N)-eGFP: n=4].

O, flow per cell
[pmolis*10° cells)]

-
| i
L} T L}
X
N & @6*'
& GFP
SIRT4{A28N)-eGFP

Indeed, in HEK293 SIRT4-eGFP cells, the ratio of the
proteolytically processed forms of OPAl was
significantly shifted from S-OPA1 (associated with
mitochondrial fission and mitophagy) towards L-OPA1
(associated with mitochondrial fusion) (Fig. 6A and
6B). Taken together, these data suggest that SIRT4-
eGFP expression inhibits mitochondrial respiration that
in terms of mitochondrial quality control translates into
increased mitochondrial fusion, the latter possibly
resulting in reduced basal mitophagy.

SIRT4 interacts with the mitochondrial fusion
regulator L-OPA1

To get further insight into the molecular mechanism of
how SIRT4 regulates basal mitochondrial quality
control we performed co-immunoprecipitation and mass
spectrometry to identify interaction partners of SIRT4
in HEK293 cells. The mitochondrial fusion regulator
OPA1 was identified to interact specifically with
SIRT4-eGFP. Next, we verified this interaction by
Western blot analysis after co-immunoprecipitation
both in untreated and in CCCP-stressed cells using
single-domain-anti-GFP antibodies (Fig. 7A). Here,
both forms of OPAl, L-OPA1l and S-OPAIl, co-
immunoprecipitated with SIRT4-eGFP as well as with
its mutants. However, we observed that the amount of
L-OPA1 co-immunoprecipitating with SIRT4(H161Y)-
eGFP was significantly lower as compared to wild-type
SIRT4-eGFP when standardized to the total protein
input (Fig. 7B). The (direct or indirect) interaction
between SIRT4-eGFP and OPAl could be confirmed
via reverse co-immunoprecipitation using a rabbit anti-
OPA1 antibody [55] (Suppl. Fig. 4). Taken together,
SIRT4 may interact in an enzyme activity-dependent
manner with L-OPAl via a currently unknown
mechanism and thereby regulate mitochondrial fusion.

Upregulation of endogenous SIRT4 expression in
fibroblast models of cellular senescence increases L-
OPAL1 levels and mitochondrial fusion in a SIRT4-
dependent manner

Altered mitochondrial dynamics with decreased
autophagy or mitophagy are hallmarks to cellular aging
[22-24, 27, 56]. We therefore expanded our analyses to
primary human dermal fibroblasts to confirm the role of
the SIRT4 — L-OPA1 axis in mitochondrial morphology
and dynamics in a cellular model more relevant to
aging. To upregulate the expression of SIRT4
fibroblasts were either transfected with miR-15b
inhibitors or subjected to y-irradiation (yIR; single dose
of 20 Gy) [35]. Under both conditions fibroblasts
showed an anti-proliferative response [13, 35], as e.g.
measured by decreased BrdU incorporation (Suppl. Fig.
5). Thereafter, L-OPA1 vs. S-OPA1 levels and the
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Figure 5. SIRT4-eGFP expression leads to increased mitochondrial aggregation/fusion. (A) Subcellular visualization of the
mitochondrial marker MTCO2 and o-Tubulin was performed by confocal microscopy in HEK293 cells stably expressing eGFP, SIRT4-
eGFP, SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4(A28N)-eGFP. Mitochondrial profiles (MTC02; black/white pictures) were visualized using Image)
software (Material & Methods and suppl. Material & Methods) to integrate microscopic confocal pictures. Cellular morphology/size
was defined by «-Tubulin staining. Representative images are depicted. (B) Quantification of the mean length of fused mitochondria in
cells expressing SIRT4-eGFP or its mutants. Numbers of cells analyzed from four experiments: eGFP, 136; SIRT4-eGFP, 75; SIRT4(H161Y)-

eGFP, 104; SIRT4(A28N)-eGFP, 107. To evaluate statistical significance (compared to eGFP), two-way ANOVA followed-up by Tukey’s
test was performed (**p<0.01)
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Figure 6. SIRT4-eGFP expression stabilizes the
mitochondrial fusion regulator L-OPAl. (A) The
expression of L-OPAl1 vs. S-OPAl was analyzed by
immunoblotting in HEK293 cells stably expressing eGFP,
SIRT4-eGFP, SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4(A28N)-eGFP. As
a control for complete proteolytic processing of L-OPA1 to
S-OPA1 eGFP-expressing control cells were treated with
CCCP (10 puM) for two hours. (B) The ratio between the
expression levels of L-OPAL1 and S-OPA1 was determined
by Imagel-based densitometric analysis. To evaluate
statistical significance (compared to eGFP), two-way
ANOVA followed by Tukey’'s tests was performed
(**p<0.01; n=6).
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Figure 7. SIRT4-eGFP interacts with OPA1. (A) HEK293 cells stably expressing
SIRT4-eGFP, SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4(A28N)-eGFP were either untreated or
treated with CCCP (10 pM, 2h) and thereafter subjected to OPA1l co-
immunoprecipitation (IP) analysis using sepharose beads coupled anti-GFP single-
domain-antibodies (nanobodies). Total cell lysates were loaded as input control
(5%). CCCP treatment caused a complete proteolytic processing of L-OPA1 to S-
OPAl. TACC3 was detected using specific antibodies and served as a
representative negative co-immunoprecipitation control. (B) SIRT4 enzymatic
activity is required for efficient interaction of SIRT4 with L-OPA1. The amount of L-
OPA1 co-immunoprecipitated with SIRT4-eGFP, SIRT4(H161Y)-eGFP, or
SIRT4(A28N)-eGFP was determined in relation to the protein input and subjected
to Imagel-based densitometric analysis. To evaluate statistical significance, two-
way ANOVA followed by Tukey’s tests was performed (*p<0.05; n=4).
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Figure 8. Aging-associated SIRT4 upregulation leads to a shifted L-OPA1 to S-OPA1 ratio in two different fibroblast

senescence models.

Primary human dermal fibroblasts were either transfected with miR-15b inhibitors (or control

oligonuclectides) or subjected to y—irradiation (yIR; 20 Gy) (both in the presence or absence of siRNA duplexes against SIRT4) [35]
followed by analysis of OPA1-L and OPA1-S expression by immunoblotting after four days (A) As a control for complete proteolytic
processing of L-OPA1 to S-OPAL, fibroblasts were treated with CCCP (10 uM) for two hours. The ratio between the expression levels
of L-OPA1 and S-OPA1 was determined by Imagel-based densitometric analysis in miR-15b inhibitor transfected fibroblasts (B) and
cells subjected to yIR (C). To evaluate statistical significance (compared to control), two-way ANOVA followed by Tukey’s test was

performed (*p<0.05; n=4).

mitochondrial profile/morphology were analyzed in the
presence or absence of siRNA duplexes against SIRT4.
Consistent with the findings in SIRT4-eGFP expressing
HEK293 cells, in both fibroblast senescence models the
ratio of L-OPA1 to S-OPA1 was significantly up-
regulated, both in a SIRT4-dependent manner (Fig. 8A
and 8B) and consistent with corresponding changes in
the mitochondrial profiles as visualized by confocal
microscopy and quantitative Image] based analysis.
Increased mitochondrial mass and significantly elevated
mitochondrial fusion (indicated by an increased mean
length of fused mitochondrial tubes) were observed
upon SIRT4 upregulation through miR-15b inhibition
(Fig. 9, Suppl. Fig. 6, Suppl. Movies 5 to 7) or y-
irradiation (Fig. 10, Suppl. Fig. 7, Suppl. Movies 8 to
10).

DISCUSSION

This study provides novel insight into the role of the
mitochondrially localized and aging associated sirtuin
SIRT4 in basal and stress-induced regulation of
mitochondrial morphology and turnover mechanisms.
Our data show that SIRT4 promotes mtROS generation
triggered by dissipation of the membrane potential
across the inner membrane. Although this led to an
increase in autophagic flux, overall Parkin-linked
mitophagy was apparently decreased due to an
increased mitochondrial content. Mechanistically, we
propose that SIRT4 functions via interacting with L-
OPA1 representing a novel regulatory axis in

mitochondrial quality control, ie. promotion of
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Figure 9. SIRT4 upregulation through miR-15b inhibition increases L-OPA1 levels and promotes mitochondrial fusion in
fibroblasts. (A) Primary human dermal fibroblasts were transfected with miR-15b inhibitors (or control oligonucleotides) in the
presence or absence of siRNA duplexes against SIRT4 [35] followed by subcellular visualization of SIRT4 (green), MTC02 (red), and a-
Tubulin (yellow) after four days. The mitochondrial profiles (MTC02; black/white) were further visualized as bhinary confocal pictures.
Cellular morphology/size was defined by a-Tubulin staining. Representative images are depicted. (B) Quantification of the
mitochondrial mass via MTCQ02 staining analysis using Imagel software (Material & Methods and suppl. Material & Methods). (C)
Quantitative analysis of mitochondrial fusion/length of mitochondrial tubes (as exemplified in suppl. Fig. 6) using Image) software
(Material & Methods and suppl. Material & Methods). To evaluate statistical significance, two-way ANOVA followed by Tukey’s test was
performed (*p<0.05; n=12-14 cells analysed by spinning disk confocal microscopy in three experiments).
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Figure 10. SIRT4 upregulation upon ionizing radiation stress increases L-OPA1 levels and promotes mitochondrial fusion
in fibroblasts. (A) Primary human dermal fibroblasts were subjected to yIR (20 Gy) both in either the presence or absence of siRNA
duplexes against SIRT4 [35] followed by subcellular visualization of SIRT4 (green), MTC02 (red), and o-Tubulin (yellow) after four
days.The mitochondrial profiles (MTC02; black/white) were further visualized as binary confocal pictures. Cellular morphology/size was
defined by a-Tubulin staining. Representative images are depicted. (B) Quantification of the mitochondrial mass via MTCO2 staining
analysis using Image) software (Material & Methods and suppl. Material & Methods). (€C) Quantitative analysis of mitochondrial
fusion/length of mitochondrial tubes (as exemplified in suppl. Fig. 7) using Image) software (Material & Methods and suppl. Material &
Methods). To evaluate statistical significance, two-way ANOVA followed by Tukey’s test was performed (*p<0.05; n=13-19 cells
analysed by spinning disk confocal microscopy in three experiments).
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Figure 11. Model summarizing the regulatory role
of the SIRT4-OPA1l axis in mitochondrial quality
control. OPA1, optic atrophy gene 1; ETC, electron
transport chain; ROS, reactive oxygen species.

mitochondrial fusion and therefore likely reduction of
mitophagy (summarized in Fig. 11).

Mitochondria represent a major source of ROS [57] that
dependent on its concentration negatively impacts on
mitochondrial ~ function eventually resulting in
autophagic clearance of damaged mitochondria. MtROS
are typically increased in cells overexpressing
enzymatically active SIRT4 [35] (Fig. 1) together with a
reduced oxygen consumption under basal and
mitochondrial stress conditions (Fig. 4) [51]. In
contrast, depletion of SIRT4 in HEK293 cells results in
increased oxygen flux and improved mitochondrial
function [51]. Consistent with this, we observed an
increased O, flow in HEK293 SIRT4(A28N)-eGFP cells
both at basal and maximum respiration (Fig. 4),
possibly reflecting a dominant-negative function of
SIRT4(A28N). The latter may bind to wild-type SIRT4
and prevent it from mitochondrial translocation (that is
dependent on the first 28 a.a.), given that recombinant
SIRT4 as well as SIRT4 expressed in HEK293 cells
forms homo-oligomeric to multimeric complexes in gel
filtration analysis (own unpublished results). The
molecular basis for the inhibitory and promoting effects
of SIRT4 on mitochondrial respiration and mtROS

generation, respectively, is likely connected to the
functional inhibition of one or more SIRT4 targets in
the inner mitochondrial membrane and matrix. For
instance, SIRT4 negatively regulates key steps in
anaplerosis of the citric acid cycle via different NAD"-
dependent enzymatic reactions, i.e. ADP-ribosylation
and inhibition of glutamate dehydrogenase (GDH) [42]
or lipoamidase-mediated targeting and inhibition of the
pyruvate dehydrogenase (PDH) complex [43].
Moreover, mass spectrometric characterization of the
protein interaction network of SIRT4 identified
components of mitochondrial complexes involved in
oxidative phosphorylation, namely complex I, IV, and
V [58], with complex I representing a major source of
mtROS [59].

Besides their functions in energy metabolism and
mitochondrial respiratory chain complexes [58], all
three mtSIRTs participate in the regulation of
mitochondrial ~ morphology/dynamics and  hence
mitochondrial quality control through interaction with
key fusion/fission regulators. SIRT3 promotes
mitochondrial ~ networking and  functions by
deacetylation and therefore activation of the fusion
factor OPA1 thereby increasing its GTPase activity
[37]. In the case of SIRT4, we now observed increased
mitochondrial fusion (Fig. 5, 9, and 10) concomitant
with an elevated mitochondrial content in cells
overexpressing wild-type SIRT4, but not the
catalytically inactive mutant H161Y. These findings
were further corroborated by the novel physical link
between SIRT4 and OPAl that was evident in mass
spectrometry analysis of SIRT4-eGFP binding partners
(Lang et al., manuscript in preparation) and GFP-single-
domain antibody (Fig. 7) as well as anti-OPA1 antibody
(Suppl. Fig. 4) Dbased -co-immunoprecipitation
experiments. The molecular mechanism leading to
SIRT4 triggered increase in the L-OPA1/S-OPA1 ratio
as well the interaction of SIRT4 with L-OPA1 (Fig. 7A
and Suppl. Fig. 4) were dependent on the enzymatic
activity of SIRT4 (Fig. 7B), and could involve the
stabilization of L-OPA1 via (in)direct protein-protein
interaction or protection from stress-induced and OMA1
mediated processing [60]. The elevated L-OPAT1 levels
in all cell models analyzed were associated with an
increased mitochondrial fusion (Fig. 5, 9, and 10).
Moreover, in line with our findings, a recent report
linked SIRT4 to the regulation of mitochondrial
dynamics  via  inhibition = of  ERK-mediated
phosphorylation of the pro-fission factor DRPI,
therefore inhibiting its activity and hence mitochondrial
fission [41]. However, similar to the SIRT4-OPAl
interaction, the molecular mechanism by which SIRT4
impacts on the ERK-DRP1 axis is currently unclear and
may require one or more of the known enzymatic
activities of SIRT4 (ADP-ribosyltransferase,
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lipoamidase, or lysine deacylase; [42-44]). Lastly, in the
case of SIRTS, mitochondrial size was increased and
mitophagy decreased upon SIRTS overexpression,
whereas the opposite effect was observed in SIRTS
silenced cells or upon treatment with the SIRTS
inhibitor MC3482 [40]. SIRTS overexpression led to
increased levels of the fusion factors OPA1 and MFN2,
whereas at the same time the positive mitophagy
regulators PINK2 and PARKI1 were downregulated
[40]. Consistent with this, SIRT5 has a protective role
by preventing mitochondrial fragmentation during
starvation, given that SIRTS deficiency increases
mitochondrial DRP1 levels and mitophagy [61]. Taken
together, all three mtSIRTs seem to promote
mitochondrial fusion and/or inhibit fission, and thus
might attenuate mitophagic clearance of dysfunctional
mitochondria. Of note, Ho et al. observed that higher
SIRT4  levels  trigger  increased  retrograde
AMPK/PGCla signaling from mitochondria to the
nucleus [51]. However, this mechanism may rather
mediate an increase in mitochondrial biogenesis to
compensate for the accumulation of dysfunctional
mitochondria which eventually did not undergo proper
mitophagic clearance.

In summary, our findings are consistent with an inverse
correlation between increased levels of the metabolic
tumor suppressor SIRT4 in cellular senescence and
aging [35, 45] and cumulative evidence for declining
autophagy with advanced age [18, 22, 24-27, 56]. An
increased content of mitochondria, which accumulate in
a dysfunctional status, is characteristic for senescent
cells [1, 13]. Thus, we propose that stress/senescence
induced SIRT4 functions via L-OPAl as a novel
determinant in the down-regulation of mitophagy during
aging by shifting the mitochondrial fusion/fission cycle
towards fusion.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture

HEK293 cells and primary human dermal fibroblasts
isolated from foreskin [35] were cultured at 37°C and
5% CO, in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) containing high glucose (4.5 g/L; 11965092,
Thermo Fisher Scientific) with 10% fetal bovine serum
(FBS) and penicillin (100 units/mL)/streptomycin (100
pg/mL).

Cloning of SIRT4-eGFP expression constructs and
generation of stable HEK293 lines

Full-length human SIRT4 (from pCMV6-SIRT4-Myc,
Origene) and its mutants (H161Y, catalytically inactive;
A28N, lacking the N-terminal mitochondrial

translocation sequence) were cloned as C-terminal
eGFP fusion proteins into pcDNA3.1. HEK293 cells
were transfected using TurboFect (Thermo Fisher
Scientific) and subjected to G418 (400 pg/ml) selection
to generate stable cell lines. Expression of SIRT4-eGFP
fusion constructs was validated by confocal
microscopy, immunoblotting, and flow cytometry
(Suppl. Fig. 1).

Measurement of mitochondrial reactive oxygen
species (mtROS)

Cells were stained with cell-permeable dyes
MitoTracker® Deep Red FM (100 uM; M22426) and
MitoSOX™ Red (5 pM; M36008), both obtained from
Thermo Fisher Scientific. The mitochondria-specific
antioxidant ~ MitoQ  (10-(6’-ubiquinonyl)  decyl
triphenylphosphonium bromide) [47], kindly provided
by Dr. Mike Murphy (Cambridge), was used to treat
cells at a concentration of 100 nM for two days.
Treatment of cells with the mitochondrial uncoupler
CCCP (Carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone; 10
pUM) occurred for two hours followed by harvesting and
staining living cells in 1x PBS for 20 min. Analyses
were performed with a BD FACSCanto™ II system
(BD Biosciences) employing Flowing Software 2.5.1
(University of Turku, Finland).

Preparation of total cell lysates for immunoblot
analysis

Cleared cell lysates were generated using lysis buffer
containing 0.3% CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)
dimethylammonio]-1-propanesulfonate), 50 mM Tris-
HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM Na;VO,, 10 mM
NaF, | mM EDTA, 1 mM EGTA, 2.5 mM Na,0;P,, 1
uM DTT, 1x cOmplete™ protease inhibitor cocktail
(CO-RO, Sigma-Aldrich). Lysates were cleared by
centrifugation (11.000 x g at 4°C for 20 min). Protein
concentration of the supernatants was determined using
the Bradford assay (K015.1, Roth).

Immunoprecipitation of eGFP fusion proteins

The single-domain-anti-GFP antibody (“nanobody’)
method [62, 63] was employed to immunoprecipitate
SIRT4-eGFP fusion proteins. Total cell lysates from
HEK293 cells stably expressing eGFP, SIRT4-eGFP,
SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4(A28N)-eGFP were
prepared as described above. Two mg protein was
diluted together with 10 pl single-domain-anti-GFP
antibody beads in a final volume of 400 pl lysis buffer
[0.3% CHAPS, 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM
NaCl, 1 mM Naz;VO,, 10 mM NaF, 1 mM EDTA, 1
mM EGTA, 2.5 mM NaOP,, 1 pM DTT, Ix
cOmplete™ protease inhibitor cocktail). This mixture
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was incubated overnight at 4°C under rotation. On the
next day, the beads were washed four-times with 1 ml
washing buffer (lysis buffer without cOmplete™
protease inhibitor cocktail) followed by incubation in
Laemmli loading buffer at 95°C for 5 min. Samples and
total cell lysates (5% of input) were subjected to SDS-
PAGE (10% gels) and proteins were transferred on
nitrocellulose membranes (Hybond C, GE Healthcare).
Membranes were incubated overnight at 4°C with
antibodies against OPA1 [55], TACC3 (sc-22773, Santa
Cruz Biotechnology), or GFP (11814460001, Roche
Molecular Systems) which were diluted 1:1000 in TBS
containing 0.05% Tween 20.

Measurement of autophagic flux by LC3B-II
immunoblot analysis

HEK293 cells were seeded on six-well-plates and
cultured for two days at 37°C and 5% CO,. To induce
autophagy or selective autophagy of mitochondria
(mitophagy) cells were treated with 100 nM Rapamycin
or 10 pM CCCP (Carbonylcyanide  m-
chlorophenylhydrazone; 857815,  Sigma-Aldrich),
respectively, for two hours. During the second hour
cells were co-treated with (Bafilomycin A; 100 nM;
Invivogen) to stall autophagic flux via inhibition of the
fusion between lysosomes and autophagosomes. Total
cell lysates (50 pg) were analyzed on 13.5% SDS-
PAGE gels. Antibodies detecting both LC3B-I/ LC3B-
Il (#2775, Cell Signaling Technology) and J-
actin/ACTB (MAB1501, Millipore) were diluted 1:1000
in TBS-Tween (0.05%) and incubated on immunoblot
membranes overnight at 4°C. Primary antibodies were
detected by IRDye® 680RD goat anti-mouse IgG (P/N
925-68070, LI-COR) and IRDye® 800CW goat anti-
rabbit IgG (P/N 925-32211, LI-COR) secondary
antibodies using the Odyssey® Imaging System (LI-
COR Biosciences).

Immunofluorescence and confocal laser scanning
microscopy to analyze mitophagy

HEK?293 cells stably expressing eGFP, SIRT4-eGFP,
SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4(A28N)-eGFP were
transfected with pPCMV6-mCherry-Parkin (PARK2) and
treated with 10 uM CCCP together with 100 nM
Bafilomycin Al for two hours on the next day, as
described above. Cells were fixed in 4%
paraformaldehyde for 20 min and permeabilized with
0.2% Triton X-100 for 20 min followed by a blocking
step with 4% BSA/0.05% saponin for 30 min at room
temperature. Cells were co-stained with primary
antibodies against the mitochondrial marker MTCO2
(abcam, ab3298; 1:500), and o-Tubulin/TUBAI1B
(Acris antibodies, SM568P; 1:500) overnight at 4°C.
Secondary antibodies (Alexa Fluor 546-conjugated goat

anti-mouse IgG and Alexa Fluor 633-conjugated goat
anti-rat IgG) were from Life Technologies and used at a
dilution of 1:500 for one hour at room temperature.
Analyzes were performed with a LSM510-Meta
confocal microscope (Zeiss) equipped with 40/1.3
immersion objectives and emission wavelengths of 468
nm, 488 nm, 543 nm, and 633 nm. Quantification of
mCherry-Parkin dots was performed based on the
mitochondrial content (MTCO02 signal) using Imagel
software v1.49k and a specific macro (Suppl. Material
& Methods).

Immunofluorescence and confocal laser scanning
microscopy to analyze mitochondrial morphology
and mitochondrial fusion/tube formation

To obtain high resolution pictures for analysis of
mitochondrial morphology HEK293 cells and primary
human dermal fibroblasts were co-stained with
antibodies against MTCO02 (Abcam, ab3298; 1:500) and
a-Tubulin (Abcam, ab52866, 1:500) overnight at 4°C.
To increase detection of SIRT4-eGFP fusion proteins
(in the case of stably transfected HEK293 cells) primary
antibodies against GFP (Nacalai Tesque, Inc., GFO90R,
1:1000) were employed. Secondary antibodies were
Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rat, Alexa Fluor
546-conjugated goat anti-mouse IgG, and Alexa Fluor
633-conjugated goat anti-rabbit IgG. Acquisitions were
performed with the UltraVIEW spinning disk confocal
microscope (Perkin Elmer) with emission wavelengths
of 468 nm, 488 nm, 543 nm, and 633 nm and the
Volocity 6.3 software (Perkin Elmer). Pictures were
further analyzed using ImagelJ software v1.49k
employing specific macros for the analysis of
mitochondrial mass and  mitochondrial  tube
formation/length analysis (Suppl. Material & Methods).

Respirometric measurements

Oxygen consumption was determined in HEK293 cells
(10°%ml media) stably expressing eGFP, SIRT4-eGFP,
SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4(A28N)-eGFP under
basal and stress conditions as compared to control cells
expressing eGFP. Measurement were performed
essentially as described [52, 64] (leak: treatment with
oligomycin A, 2 pg/ml; ETS: mitochondrial uncoupling
of the electron transport system using CCCP, 400-500
nM; residual oxygen consumption, ROX: treatment
with 500 nM rotenone and 2.5 pM antimycin A).

Transfection of oligonucleotides

Primary human dermal fibroblasts were transfected with
miR-15b inhibitors (or control oligonucleotides) with or
without SIRT4 siRNA duplexes to modulate SIRT4
expression essentially as described [35]. Transfection
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efficiency was controlled by co-transfection of siGLO
Red transfection indicators (GE Dharmacon).

Ionizing y-irradiation (yIR)

Primary human dermal fibroblasts were transfected with
siRNA duplexes against SIRT4 essentially as described
[35]. Following 24h, cells were exposed to yIR (one
dose of 20 Gy; 175 kV and 15 mA) using a Gulmay
RS225 X-ray system from X-Strahl (Camberley, UK)
and were cultured for another three days before
analysis.

Statistical analysis

Data are presented as mean * s.d. Multiple comparisons
were analyzed by one-way or two-way analysis of
variance (ANOVA) employing the GraphPad Prism
software.

ABBREVATIONS

BafA1l: Bafilomycin Al; CCCP: Carbonylcyanide m-
chlorophenylhydrazone; yIR: gamma-irradiation; ETC:
electron  transport  chain;  GDH: glutamate
dehydrogenase; miRNA: microRNA; mitoQ: 10-(6’-
ubiquinonyl) decyltriphenylphosphoniumbromide;
mtSIRT: mitochondrially localized sirtuin; OPA1: optic
atrophy gene 1; AWm: mitochondrial membrane
potential; mtROS: mitochondrial reactive oxygen
species; ROX: residual oxygen consumption; SASP:
senescence associated secretory phenotype.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

SUPPLEMENTARY  MATERIALS
METHODS

AND

Image] based analysis of confocal microscopic
pictures

The following macros were used to quantify mCherry-
Parkin dots (A), mitochondrial mass (B), and the length
of mitochondrial tubes (C):

(A) Confocal pictures were recorded in ten Z-stacks and

analyzed  with  z-project  [run("Z  Project...",
"projection=[ Average Intensity]"); run("Split
Channels");]. The MTC02 and mCherry-Parkin
channels ware made binary
[selectWindow("Parkin.lsm"); run("Subtract
Background...",  "rolling=300 stack"); run("Auto
Threshold", "method=MaxEntropy white");
selectWindow("MTCO02.Ism");run("Auto  Threshold",

"method=RenyiEntropy white");]. The number of
mCherry-Parkin ots localized in the regions with
MTCO2 signals were analyzed with the plugin "Speckle
Inspector” 2] [run("Speckle Inspector”,
"big=MTCO2.tf small=Parkin.tf min_object=3
min_object_circularity=0.3 min_speckle_size=3
max_speckle_size=50 exclude roi speckle");].

(B) Confocal pictures were recorded in ten and more Z-
stacks and analyzed with z-project [run("Z Project...",
"projection=[ Average Intensity]"); run("Split
Channels");]. Further on a-Tubulin signal was reduced
to a binary picture [run("Median...", “radius=4");
run("Subtract Background...", "rolling=200");
run("Auto Threshold", "method=Li dark");]. MTCO02
signal was detected in regions of interest of the o-
Tubulin signal [run("Analyze Particles...", "size=50-
Infinity add"); selectWindow(MTCO02);
roiManager("Measure");].

(C) Confocal pictures were recorded in ten and more Z-
stacks and analyzed with z-project [run("Z Project...",
"projection=[Average Intensity]"); run("Split
Channels");]. The MTCO02 channel was made binary
[run("Subtract Background...", "rolling=300 stack");
run("Auto Threshold", "method=Default dark");]. The
mitochondrial length was measured by "Particle Length
(via  Skeleton)" [2] [run("Analyze Particles...",
"size=0,3-Infinity show=CQutlines display");].

Measurement of BrdU incorporation
Primary human dermal fibroblasts were transfected with

miR-15b-inhibitors with co-transfection of siRNA
duplexes against SIRT4 or control siRNA duplexes.

Following two days, cells were incubated for another
two days in culture media containing 10 pM BrdU.
Staining of fixed cells and further FACS analysis were
performed as described in the BrdU staining kit
(556029, BD Biosciences). DNA was stained for 10 min

with  7-AAD (10 yl/l{)6 cells;  00-6993-50,
eBioscience™),

Quantification of mitochondrial mass by
MitoTracker® FACS

HEK293 cells were stained with the cell-permeable dye
MitoTracker® Deep Red FM (100 pM; Thermo Fisher
Scientific) for 20 min followed by flow cytometry using
a BD FACSCanto™ II system (BD Biosciences) and
Flowing Software 2.5.1 (University of Turku, Finland)
or FlowJo V10 (FlowlJo, LLC).
Immunoprecipitation of OPAl from
transfected HEK293 cells

stably

Total cell lysates from HEK293 cells stably expressing
eGFP, SIRT4-eGFP, SIRT4(H161Y)-eGFP, or
SIRT4(A28N)-eGFP were prepared as described above.
Two mg protein was incubated with 0.5 ul rabbit anti-
OPA1 antibody [3] in a total volume of 300 ul lysis
buffer [0.3% CHAPS, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150
mM NaCl, 1 mM Na;VO,, 10 mM NaF, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, 2.5 mM NaO;P,, 1 uM DTT, Ix
cOmplete™ protease inhibitor cocktail (Roche)]
overnight at 4°C. Protein A/G sepharose beads (Santa
Cruz Biotechnology 10 pl beads in 100 pl lysis buffer)
were added and followed by incubation for two hours at
4°C under rotation. The beads were washed four-times
with 1 ml washing buffer (lysis buffer without
cOmplete™ protease inhibitor cocktail) followed by
incubation in Laemmli loading buffer at 95°C for 5 min.
Samples and total cell lysates (5% of input) were
subjected to SDS-PAGE (10% gels) and proteins were
transferred to nitrocellulose membranes (Hybond C, GE
Healthcare). Membranes were incubated overnight at
4°C with antibodies against GFP (11814460001, Roche
Molecular Systems) and OPAl (612607, BD
Biosciences) diluted 1:1000 in TBS containing 0.05%
Tween 20.
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Supplementary Figure SI1.

Validation of subcellular localization and expression of e¢GFP, SIRT4-eGFP,

SIRT4(H161Y)-eGFP, and SIRT4(A28N)-eGFP in HEK293 cells. HEK293 cells expressing eGFP, SIRT4-eGFP,

SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4(A28N)-

eGFP were subjected to confocal microscopic (A), immunoblot (B), and flow cytometric (C)

analysis. MTS, mitochondrial translocation sequence. Representative experiments are depicted.
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Supplementary Figure S2. SIRT4-eGFP expression results in a higher mitochondrial mass in HEK293 cells. (A)
Representative flow cytometry profile of HEK293 cells expressing eGFP, SIRT4-eGFP, SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4(A28N)-eGFP
stained with MitoTracker® Deep Red FM. (B) Quantitative analysis of MitoTracker® Deep Red FM signals. To evaluate statistical
significance, two-way ANOVA followed-up Tukey’s test was performed (*p<0.05; n=3 experiments).
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Supplementary Figure S3. Visualization and analysis of the length of fused mitochondria in HEK293 cells stably
expressing SIRT4-eGFP or its mutants. Tracking of fused mitochondria which were detected by MTCO02 staining (right panels)
was analyzed by an ImageJ software based Macro (left panels; Material and Methods & suppl. Material and Methods).
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Supplementary Figure S4. Co-immunoprecipitation of OPA1 and SIRT4-eGFP. Total cell lysates from HEK293 cells
stably expressing SIRT4-eGFP, SIRT4(H161Y)-eGFP, or SIRT4(A28N)-eGFP were subjected to immunoprecipitation analysis (OPAI-
IP) using a rabbit anti-OPA1 antibody (suppl. Material & Methods) followed by detection of co-immunoprecipitated SIRT4-eGFP. Total
cell lysates were loaded as input control (5%) and samples w/o antibody employed as beads control.

BrdU*/7AAD" cells (%)

Supplementary Figure S5. SIRT4 upregulation upon transfection of miR-15b inhibitors inhibits BrdU
incorporation in primary human dermal fibroblasts. Primary human dermal fibroblasts were transfected with miR-15b
inhibitors (or control oligonucleotides) in the presence or absence of siRNA duplexes against SIRT4 [35] and cultured for two days. Cells
were thereafter pulsed with BrdU for another two days and thereafter subjected to FACS analysis. To evaluate statistical significance,
two-way ANOVA followed by Tukey’s test was performed (*p<0.05; n=3 experiments).
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Supplementary Figure S6. Visualization and analysis of the length of fused mitochondria in primary human dermal
fibroblasts upon SIRT4 upregulation through miR-15b inhibition. Tracking of fused mitochondria which were detected by
MTCO2 staining (right panels) was analyzed by an Imagel software based Macro (left panels; Material and Methods & suppl. Material

and Methods).
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Supplementary Figure S7. Visualization and analysis of the length of fused mitochondria in primary human dermal
fibroblasts upon y-irradiation. Tracking of fused mitochondria which were detected by MTCO2 staining (right panels) was analyzed
by an Image] software based Macro (left panels; Material and Methods & suppl. Material and Methods).
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SUPPLEMENTARY MOVIES

Please browse the Full text version of this manuscript to
see the Supplementary Movies 1-10.

Suppl. Movie 1: 3D reconstruction of the mitochondrial
network in HEK293-eGFP cells. Mitochondria were
detected by MTCO2 staining and spinning disk confocal
microscopic analysis.

Suppl. Movie 2: 3D reconstruction of the mitochondrial
network in HEK293-SIRT4-eGFP cells. Mitochondria
were detected by MTCO2 staining and spinning disk confocal
microscopic analysis.

Suppl. Movie 3: 3D reconstruction of the mitochondrial
network in HEK293-SIRT4(H161Y)-eGFP cells.
Mitochondria were detected by MTCO02 staining and spinning
disk confocal microscopic analysis.

Suppl. Movie 4: 3D reconstruction of the mitochondrial
network in HEK293-SIRT4(A28N)-eGFP  cells.
Mitochondria were detected by MTC02 staining and spinning
disk confocal microscopic analysis.

Suppl. Movie 5: 3D reconstruction of the mitochondrial
network in primary human dermal fibroblasts.
Mitochondria were detected by MTCO02 staining and spinning
disk confocal microscopic analysis.

Suppl. Movie 6: 3D reconstruction of the mitochondrial
network in primary human dermal fibroblasts
transfected with miR-15b inhibitors. Mitochondria were
detected by MTCO02 staining and spinning disk confocal
microscopic analysis.

Suppl. Movie 7: 3D reconstruction of the mitochondrial
network in primary human dermal fibroblasts
transfected with miR-15b inhibitors and siRNA
duplexes against SIRT4. Mitochondria were detected by
MTCO02 staining and spinning disk confocal microscopic
analysis.

Suppl. Movie 8: 3D reconstruction of the mitochondrial
network in primary human dermal fibroblasts (sham
treated). Mitochondria were detected by MTCO02 staining and
spinning disk confocal microscopic analysis.

Suppl. Movie 9: 3D reconstruction of the mitochondrial
network in primary human dermal fibroblasts
subjected to y-irradiation (20 Gy). Mitochondria were
detected by MTCO02 staining and spinning disk confocal
microscopic analysis.

Suppl. Movie 10: 3D reconstruction of the
mitochondrial network in primary human dermal
fibroblasts subjected to transfection with siRNA
duplexes against SIRT4 and y-irradiation (20 Gy).
Mitochondria were detected by MTCO02 staining and spinning
disk confocal microscopic analysis.
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6.3. Analyse des SIRT4-Proteininteraktoms in mitotischen

HEK?293-Zellen

Lang A., Bergmann L., Altinoluk-Hambtichen S., Hénsel J., Iram A., Nakhaei-Rad S., Franke
M., Stefanski A., Scheller J, Ahmadian MR., Stiithler K., Piekorz RP. Manuskript in

Vorbereitung.

In dieser Arbeit wurde das SIRT4-Interaktom in HEK293-Zellen, die SIRT4-eGFP oder die
enzymatisch inaktive Mutante H161Y exprimieren, mittels massenspektrometrischer Analyse in
zwei unabhéngigen Versuchsreihen analysiert. Basierend auf fritheren Arbeiten wurde vermutet,
dass SIRT4 eine putative extramitochondriale Lokalisation an den Zentrosomen (Spindelpolen)
und dem Mikrotubuligeriist aufweist und daher eine mogliche Funktion in der Mitose einnimmt
[1, 2]. Mittels Zive-cell-imaging konnte gezeigt werden, dass erhohte Mengen von SIRT4 (nicht
aber SIRT4-H161Y) die Dauer der mitotischen Zellteilung signifikant verlangern. SIRT4 scheint
des Weiteren eine inhibitorische Wirkung auf den Ubergang von der G,-Phase in die Mitose
nach reversibler Inhibierung von CDKI1 einzunehmen. Die Uberexpression von SIRT4-eGFP
verlangerte die Mitosephase in HEK293-Zellen. Insbesondere konnte eine Interaktion und
subzelluldre Kolokalisation von SIRT4 mit Mikrotubuli beobachtet werden. Auf der Basis dieser
Daten wurde die Analyse zwischen SIRT4 wund dessen Interaktom mithilfe der
Massenspektrometrie durchgefiihrt. Fir die Analyse eines mitosespezifischen Interaktoms
wurden daher SIRT4-tiberexprimierende HEK293-Zellen in der Go-Phase reversibel arretiert
und danach in die Mitose entlassen. Die Interaktionsanalyse wurde durch eine
Immunpréazipitation mithilfe von GFP single domain antibodies 45 Minuten nach Induktion der
Mitose durchgefithrt (Abb. 5). Da bis dato nur Interaktionen zwischen mitochondrialem SIRT4
und anderen mitochondrialen Proteinen beschrieben wurden, wurde das gesamte zelluldre

Interaktom von SIRT4 ausgewertet.
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Abb. 5: Darstellung des SIRT4-eGFP-Interaktoms mittels einer Silbernitratfirbung.

Immunaufreinigung mit dem GFP single domain antibody-System aus HEK293-eGFP- und HEK293-
SIRT4-eGFP-Zellen. Die Zellen wurden zuvor mit dem CDK1-Inhibitor Ro3306 (4 pM) iiber Nacht bei
37 °C und 5% CO, inkubiert und nach einem Mediumwechsel und weiteren 45 min Inkubation lysiert.
Die Immunaufreinigung wurde wie in Kapitel 6.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Messung und Analyse
der Massenspektrometrie folgte nach Denaturierung und kurzer Auftrennung der Immunpréizipitate
mittels SDS-PAGE und Silberfarbung.

Mittels Cytoscape (www.cytoscape.org; Cytoscape Consortium), einem bioinformatisches

Programm zur Darstellung von molekularen Protein-Protein-Interaktionen, und des Addons
ClueGO [3, 4] konnte das SIRT4-Interaktom hinsichtlich biologischer Prozesse gegliedert
werden (Abb. 6). Interessanterweise besteht das SIRT4-Interaktom in HEK293-Zellen aus mehr
als 100 Proteinen. SIRT4 zeigte Interaktionen mit biologischen Prozessen wie den
Glutaminmetabolismus,  Interaktion mit  Tubulinkomponenten, die  mitochondriale
Proteinlokalisation und Organisation, mitochondrialer Atmungskette, tRNA-Aminoacylierung

und der Antwort auf Proteindenaturierung (Abb. 5 und Abb. 6).

108



tRNA-Beladung

Mitochondriale
Organisation

o
D\
MR?L:” toch \% Stat;
//7\\
R | )
RS2 “/‘ \J \\ y M%\

“\\; / IRNA \‘7/ ylatior

HOACE

DNAJC1o  JESPonse

o
/'\ TOMM70A

A, 4

[
TIMMS0

negative regllation
of mitochgndxjon
organization

VIM

cellulay’component
g

hi

SLC25A5

HNRNPF

o
T, TOMM70A
b
( /
=

PLEC

[}
LPCAT1

mitochondrial
respiratory chain mischondriatms
complex assembly

Yy ?
NDUFS3

@
ACADY.

s
NDUFS2

Atmungskette

cellulay’compon
disassembly

Tubuline

o
@ TUBBE ¢
b i o/ TUBAIA

| ~0GGTH
®
7 Tusate

L[/ o
JUBB2B
'de noyo'
posttranslational
protein folding pro

involved in

execution phase of

apoptosis

ent 9]

sLc2s

S

Q.
ATPSH1

o
ATPSET~\

glutam/i e fam

al/';{i !

\ 4
\glutamine metabolic

N\ process
o \
ATP5A1.
o N g \7/ i
ATP5C] //,/ Sol metabolic process / ]
-
SDHA

MTHFD2

3 Tusgcpr poly SAEE) ey 1T
depolymgfrizatioprezaton

Spindelpol

Abb. 6: Ubersicht iiber das SIRT4-Interaktom und dessen mégliche Interaktionen in verschiedenen

biologischen Prozessen.

Aus dem SIRT4-Interaktom wurde ein Netzwerk aus biologischen Prozessen erstellt. Die Farben wurden nach

Prozessgruppen ausgewahlt. Mit Verbindungslinien soll der Zusammenhang und somit ein Netzwerk dargestellt

werden. Hierbei lassen sich Prozesse wie die Antwort auf Denaturierung, der Glutaminmetabolismus, die

mitochondriale Lokalisation und Organisation, mitochondriale Atmungskette und tRNA-Aminoacylierung

definieren. Das Netzwerk wurde mithilfe von Cytoscape (v3.4.0) und des Addons ClueGo (v2.3.1) mit einem

GoTreeLevel von drei erstellt [3].
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Um die Interaktion einzelner spezifischer Proteine zu untersuchen, wurde eine
Immunpurifikation, wie im Kapitel 6.2 beschrieben, durchgefithrt und verschiedene Proteine
des Interaktoms im Westernblot detektiert. Interaktionen konnten zwischen SIRT4 und

Bestandteilen der mitochondrialen ATP-Synthase-Untereinheit alpha (ATP5A1), der
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ADP/ATP Translokase 2 (ANT2) und dem Mitochondrien-vernetzenden Regulator und
GTPase Optic atrophy protein 1 (OPA1) validiert werden. Ebenfalls konnte eine Interaktion
von SIRT4 mit dem o-Tubulin-deacetylierenden Protein Histone Deacetylase 6 (HDACG), o-
Tubulin und y-Tubulin, deren Regulator gamma-tubulin complex component 2 (GCP2) und
der G,/Mitose-regulierenden Zellzykluskinase cyclin-dependent kinase 1 (CDKI1) bestéatigt
werden (Abb. 7). Dies erdffnete insbesondere die Frage fiir weitergehende Untersuchungen,
welche Funktionen SIRT4 in diesen extra-mitochondrialen biologischen Prozessen (Zellzyklus,

Mitose) einnimmt.

Diskussion

Das in dieser Arbeit beschriebene SIRT4-Interaktom ldsst neue putative Funktionen von SIRT4
vermuten, die z. T. von dessen extramitochondrialer Lokalisation abhéngig sein kénnten (Abb.
6 und Abb. 7). Zum einen beinhaltet dieses Interaktom Proteine, die eine mitochondriale
Lokalisation und Funktion besitzen und durch SIRT4 direkt (als Substrate) oder indirekt
reguliert werden kénnten. Zum anderen gibt es deutliche Hinweise darauf, dass SIRT4 eine
extramitochondriale Funktion in der Mitose besitzen konnte [1, 2]). Das hier beschriebene
SIRT4-Interaktom (Abb. 6 und Abb. 7) kann anhand der biologischen Aktivitdt in
Funktionsgruppen unterteilt werden. Auf der einen Seite stehen die intramitochondrialen
Aktivitaten, wie Regulation des Glutaminmetabolismus, mitochondriale Lokalisation und
Organisation, tRNA-Aminoacylierung und natiirlich die mitochondriale Atmungskette. Die
extramitochondriale Seite besteht aus Prozessen wie die (De-)Polymerisierung von Tubulinen,

die Interaktion mit Tubulinen und die Hitzeschock-Antwort.

In fritheren Studien wurde gezeigt, dass SIRT4 zwei Schliisselenzyme in der Anaplerose des
Zitratzyklus bzw. der zelluliren Energiegewinnung inhibiert: die Glutamatdehydrogenase
(GDH) [6] sowie die Pyruvatdehydrogenase (PDH) [7]. SIRT4 konnte auf diesem Wege durch
Reduktion der Energieproduktion die Mitose der Zelle einschrinken. In der vorliegenden Arbeit
konnte in ersten Experimenten die Interaktion von SIRT4 mit dem GDH-Komplex bestéatigt
werden, nicht jedoch eine Interaktion mit dem PDH-Komplex. In einer weiteren Arbeit wurde

gezeigt, dass SIRT4 durch Interaktion mit dem ATP/ADP-Transporter ANT2 als negativer
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Regulator der ATP-Synthese fungiert [8]. Als Erweiterung dieser Studien konnten in der
vorliegenden Arbeit Interaktionen zwischen SIRT4 und Bestandteilen der Atmungskette
beobachtet werden. Darunter befinden sich Proteine wie NADH dehydrogenase [ubiquinone/
iron-sulfur protein 2 und 3 (NDUFS2 und NDUFS3; Bestandteile des Komplex I der
Atmungskette) und ATP synthase subunit alpha und gamma (ATP5A1 und ATP5CI,;
Bestandteile des Komplex V der Atmungskette). Die negative Wirkung der SIRT4-
Uberexpression auf die Atmungskette wurde bereits in Kapitel 6.2 beschrieben. Die Interaktion
mit der ATP-Synthase wurde zwar bereits in fritheren Studien beobachtet, jedoch bisher nicht
analysiert ob ein Zusammenhang zwischen dieser Interaktion und einer moglichen
physiologischen Dysfunktion existiert [9]. Die inhibierende Wirkung auf die Atmungskette, die
ROS-Zunahme und die erhéhte Sensitivierung gegeniiber dem Entkoppler CCCP koénnten durch
eine mogliche modulierende Funktion von STRT4 auf diese biologischen Prozesse erklart werden
[10] (Kap. 6.2; [45]). Hierzu miissen jedoch weitere Studien durchgefithrt werden. Im Gegensatz
zu SIRT4 gibt es zu SIRT3 als Deacetylase bereits Beobachtungen beziiglich einer direkten

regulierenden Funktion in der Atmungskette [9].

Eine andere Moglichkeit zur Regulation der Zellzyklusprogression und Mitose besteht in der
Modulation der mitochondrialen ROS-Mengen. Die Zunahme von ROS wird mit einem
verstirkten Arrest des Go-M-Ubergangs in Verbindung gebracht [11-13]. SIRT4 konnte auf zwei
Wegen zur Zunahme von ROS beitragen: Zum einen kénnte die Interaktion zwischen SIRT4
und den Komplexen der Atmungskette in letzterer zu Fehlfunktionen fithren, welche ein
Ausloser fiir die Entstehung von mehr ROS sein kénnten. Zum anderen kann eine erhohte
Expression von SIRT4 die mitochondriale Qualitdtskontrolle/Mitophagie durch die
Stabilisierung von L-OPA1 unterdriicken (Kapitel 6.2, [45]). Die fehlende Qualitédtskontrolle
fordert eine Zunahme geschadigter und fehlfunktionierender Mitochondrien, die mehr ROS
produzieren. Geschidigte Mitochondrien sind ein Kennzeichen gealterter/seneszenter Zellen und

kénnen uber die Zeit eine grofie inhibitorische Wirkung auf die Zellproliferation ausiiben.

Die Bereitstellung verschiedener tRNAs fiir die Translation erfordert einen Zwischenschritt, in
welchem Aminoacyl-tRNA synthetisiert werden, d.h. tRNAs mit Aminosiduren beladen werden
[14]. Die Moglichkeit, dass SIRT4 als Deacetylase die Translation in Mitochondrien durch die

Regulation der tRNA-Synthese regulieren konnte, ist nicht auszuschlieflen [15]. In dieser Arbeit
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konnte mithilfe der Massenspektrometrie eine SIRT4-Interaktion mit verschiedenen
Aminosauren-tRNA-Ligasen, wie Aspartate-tRNA ligase (SYDM; DARS2) und Alanine-tRNA
ligase (SYAM; AARS2), beobachtet werden. Weitere Hinweise auf die Konsistenz dieser
Interaktionen ist das vor kurzem publizierte Sirtuininteraktom in Mitochondrien, in denen diese
SIRT4-Interaktoren ebenfalls mittels Co-Immunpréazipitation gefunden werden konnten [9].
Interessanterweise konnte bereits ein Zusammenhang zwischen Defekten in der mitochondrialen
tRNA-Synthese und Wachstumsdefekten in mitotischen Geweben in Drosophiola melanogaster

gefunden werden [16].

Die Modulation der Mitose kénnte auch durch eine Interaktion von SIRT4 mit Proteinen erklart
werden, die zum groflen Teil auflerhalb des Mitochondriums lokalisieren. FEines der
interessantesten Beispiele hierfir ist die Histondecetylase 6 (HDACG). Es ist in der Lage, -
Tubulin zu deacetylieren und so die Stabilitdt der Mikrotubuli-Komplexe zu reduzieren [17, 18].
Eine Moglichkeit eine mitotische Funktion von SIRT4 zu erkldren, wéare eine Inhibition der
HDACG6-Aktivitdt durch SIRT4 und somit eine Stabilisierung von acetylierten Tubulinen.
Dadurch kénnte die Mitosedauer verlangert werden, da der Spindelapparat nicht flexibel genug
wéare, um die Segregation der Chromosomen effizient zu ermoéglichen. Einen dhnlichen Effekt
hat ein Mikrotubuli-stabilisierendes Gift (Paclitaxel), welches durch Stabilisierung der
Mikrotubuli in der Mitose entweder Seneszenz oder Apoptose in Zellen auslésen kann [19]. Es
wére daher sinnvoll posttranslationale Modifikationen von HDAC6 und verschiedener Tubuline
bedingt durch eine Uberexpression von SIRT4 wihrend der Mitose zu untersuchen. Dabei wire
die Uberexpression von SIRT4, der zytoplasmatischen Form SIRT4(A28N) und ein SIRT4-
Knockdown mit shRNA ein moglicher Ansatz. Zwar gilt HDACG6 in den meisten Datenbanken
als zytoplasmatische Deacetylase, doch gibt es vermehrt Studien, die eine Lokalisation dieses
Proteins an Mitochondrien beobachten [20, 21]. Ebenfalls wurde HDACG6 in einer anderen
massenspektrometrischen Studie, in der ausschliefllich das Proteom isolierter Mitochondrien
analysiert wurde, als Interaktor von SIRT4 identifiziert [7]. Des Weiteren nimmt HDACG6 eine
wichtige regulatorische Rolle in der Mitophagie ein. Die Inhibition von HDAC6 reduziert den
autophagischen Flux und somit auch die Mitophagie [22, 23]. In der Summe wiirde die Qualitét

der Mitochondrien sinken und die Zellalterung zunehmen. Die &hnliche Wirkung von SIRT4
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auf die Mitophagie konnte bereits durch die Stabilisierung von L-OPA1l in Kapitel 6.2

beschrieben werden.

Ein weiterer wichtiger Interaktionspartner von SIRT4 scheint CDK1 zu sein. Diese
Serin/Threonin-Kinase ist einer der wichtigsten Regulatoren des Zellzyklus und ihre
Modifikationen, Acetylierungen [24] und Phosphorylierungen [25], sind von grofler Bedeutung
fir die Einleitung der Mitose [26]. Aufgrund der Tatsache, dass die enzymatische Funktion von
SIRT4 entscheidend fiir dessen negative Wirkung auf die Mitose ist, sollten mogliche
posttranslationale Modifikationen von CDK1 durch SIRT4 untersucht werden. Eine der
auffalligsten Modifikationen ist die Acetylierung von CDK1 an mehreren Aminoséuren [24]. Da
Sirtuine primér als Deacetylasen beschrieben sind, kénnte auch CDK1 als Substrat fur SIRT4
dienen und so reguliert, moglicherweise inhibiert, werden. Die Tatsache, dass CDK1 ebenfalls
in Mitochondrien nachgewiesen wurde, unterstreicht die Moglichkeit einer Interaktion mit
SIRT4 [27, 28]. Das in den vorliegenden Untersuchungen relativ geringe Signal des
interagierenden CDK1 vergleichen mit dem Signal des Inputs konnte darauf schliefen lassen,

dass hier nur das mitochondrial-lokalisierte CDK1 mit SIRT4 interagiert (Abb. 7).

Eine weitere Gruppe von SIRT4-Interaktoren sind die Chaperone, wie beispielsweise heat shock
70 kDa protein 1B (HS71B; HSPA1B). Chaperone sind Bestandteile der zellularen Hitzeschock-
Antwort und tragen zur korrekten Faltung von Proteinen oder andernfalls zu deren Abbau bei
[29, 30]. Aber auch grofie Organellen wie Mitochondrien kénnen durch die Chaperon-vermittelte
Autophagie degradiert werden [31, 32]. Chaperon-Komplexe wie HSP70 und HSP90 kommen
auch in Mitochondrien vor und regulieren dort die Faltung und Qualitdt von Proteinen [33-35].
Die Dysfunktion dieser Qualitéitssicherung der Proteinfaltung ist ebenfalls ein Kennzeichen der
Alterung [36]. Daher konnte sich eine mogliche Deregulation der Chaperon-basierten

Qualitatskontrolle von Proteinen durch SIRT4 alterungsférdernd auswirken (Kapitel 6.2).

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Interaktion von SIRT4 mit verschiedenen Tubulinen,
insbesondere a- und B-Tubulin. Bei diesen handelt es sich um Proteine, die den mitotischen
Spindelapparat aufbauen und in Interphasezellen die Organisation des mitkrotubulibasierten
zytoplasmatischen Transports sicherstellen [37]. Aber auch Proteine, welche die Zentrosomen
(den Spindelapparat/Minuspole der Mikrotubuli) organisieren, sind unter den SIRT4-

Interaktoren vertreten, z.B. y-Tubulin und gamma-tubulin complex component 2und 3 (GCP2

114



und 3) [38]. Die Interaktion mit Tubulinen des zytoplasmatischen Transports kénnte mit der
Mitophagie zusammenhéngen [39]. Tubuline, Lysindeacetylasen, wie HDAC6, und Sirtuine
konnen in der Modulation des Mitochondrientransports und der Mitophagie als Regulatoren
beobachtet werden [40, 41]. Die Inhibition von Deacetylasen, wie HDACG6 im Alzheimermodell
und SIRT2 im Huntingtonmodell, wirkt sich protektiv auf die Zelle aus, indem der
Mitochondrientransport mithilfe stabilisierter Tubuline stressresistenter wird [42, 43].
Interagiert STRT4 mit HDACG6, so kénnte dies in einem Komplex mit a-Tubulin der Fall sein
[18]. Hierbei ist jedoch noch offen, welche dieser zelluldren Funktionen durch die SIRT4-

Mikrotubuli-Achse primér reguliert werden.

Die mogliche SIRT4-Interaktion mit Proteinen des Spindelpols ist ein interessanter
Ansatzpunkt fir eine erweiterte Analyse der Vorarbeiten im Labor [1, 2]. Diese zeigten neben
der inhibitorischen Wirkung der SIRT4-Uberexpression auf die Mitose auch eine
korrespondierende Lokalisation von endogenem SIRT4 an den Zentrosomen und dem
Spindelapparat. Hierfiir kénnten die SIRT4-Interaktoren a/B-Tubulin, y-Tubulin, GCP2 und
GCP3 von besonderer Bedeutung sein. Eine extramitochondriale Lokalisation von SIRT4 an
Zentrosomen und Mikrotubuli kénnte dadurch erklart werden, dass SIRT4 durch eine
Modifikation im Mitochondrium und somit einem Transport aus diesem heraus sekundér am
Spindelpol lokalisiert und dort durch seine enzymatische Aktivitdt eine Destabilisierung der
Mitose hervorruft [1]. Alternativ existiert in der Zelle eine ungleichméfige ,Verteilung“ von
SIRT4 zwischen Mitochondrien und Spindelpolen. So koénnte sich der grofite Anteil in
Mitochondrien befinden und nur ein kleiner Teil zu einem bestimmten Zeitpunkt im Zellzyklus
an den Spindelpolen lokalisieren. Letzteres konnte sogar durch CDKI1-vermittelte
Phosphorylierung von SIRT4 reguliert sein, da SIRT4 an der Position S36 eine putative CDK1-

Phosphorylierungsstelle aufweist [44].

Der Autor der vorliegenden Dissertation erarbeitete ca. 90% der Daten dieser Studie. Alle
Experimente wurden durch den Autor durchgefithrt und ausgewertet. Dabei halfen die
Koautoren bei der Durchfihrung komplexer Methoden wie der Massenspektrometrie und

unterstitzten durch konstruktive Diskussion das Voranschreiten der Arbeit.
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6.4. Intramitochondriale  Prozessierung von SIRT4 am

C-Terminus

Lang A., Bergmann L., Hénsel J., Iram A., Nouri K., Taha MS., Franke M., Altinoluk-
Hambiichen S., Stefanski A., Stihler K., Scheller J, Ahmadian MR., Piekorz RP. Manuskript

in Vorbereitung.

Zur Analyse der Langzeiteffekte von SIRT4 auf die mitochondriale Qualitdtskontrolle wurden
SIRT4-eGFP-exprimierende Zelllinien generiert (siche Kapitel 6.2). In diesen Zellen konnte
zwar eine Verlangerung der Mitose in Abhéngigkeit der katalytischen Aktivitdt von SIRT4
beobachtet werden, nicht jedoch eine Lokalisation von SIRT4-eGFP an den Zentrosomen,
obwohl endogenes SIRT4 mittels Immunmarkierung an diesen nachgewiesen werden konnte [1,
2]. Die Diskrepanz zwischen diesen Daten konnte moglicherweise dadurch erklart werden, dass
in SIRT4-eGFP-exprimierenden Zellen ein C-terminales SIRT4-Peptid beobachtet wurde,
welches nur aus der mitochondrialen Form von SIRT4-eGFP entsteht. Dieses Peptid wurde
Fragment X benannt und konnte nur mit Antikérpern, die entweder GFP oder den C-Terminus

von SIRT4 (Abcam) detektieren, im Westernblot nachgewiesen werden (Abb. 8).

Parallel dazu konnte in Lysaten neben Fragment X ein weiteres Fragment Y detektiert werden,
welches nur von einem gegen den Grofiteil von SIRT4 gerichteten Antikérper (Santa Cruz)
detektiert werden konnte und welches wenige kDa kleiner als SIRT4-myc war (Abb. 8B). Die
Auftrennung von Zelllysaten in mitochondriale und zytoplasmatische Fraktionen zeigte, dass

sich das Fragment X nur in den mitochondrialen Fraktionen detektieren liasst (Abb. 9).
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Abb. 8: SIRT4-eGFP wird im Mitochondrium am C-Terminus gespalten.

Die Detektion von SIRT4 ist mit Antikérpern von Santa Cruz (sc-135053) und Abcam (abl0140, erkennt nur
den C-Terminus) im Westernblot in stabil transfizierten HEK293-Zellen durchgefithrt worden. Die eGFP-
Detektion wurde mit einem Antikérper von Roche (11814460001, Roche Molecular Systems) durchgefiihrt. Es
ist eine SIRT4-eGFP-Form von allen Antikérpern detektierbar. Das Fragment X, welches in Mitochondrien
durch einen Schnitt im C-Terminus entsteht, wird jedoch nur vom eGFP- und dem SIRT4-Abcam-Antikorper
detektiert. Fragment Y, welches den Gegenpart bildet, wird nur vom Antikérper von Santa Cruz detektiert
und ist wenige kDa kleiner als SIRT4-myc. A: Schematische Darstellung der verschiedenen SIRT4-eGFP-
Konstrukte und der Epitope der verwendeten Primérantikorper (GFP, Abcam, Santa Cruz). B: Detektion der
Expression der eGFP und SIRT4-Konstrukte im Westernblot. Als Ladungskontrolle wurde Ponceau S
verwendet. Entnommen aus der Masterarbeit von Simone Altinoluk-Hambiichen [1]. C: Verwendung aller drei
Antikorper, die eine Kartierung des Fragments X ermoglichen. Die Ladekontrolle wurde mit einem Antikorper
gegen B-Actin (MAB1501, Millipore) sichergestellt.
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Abb. 9: SIRT4-eGFP wird im Mitochondrium C-terminal prozessiert.

Der Translation von SIRT4-eGFP in HEK293-Zellen folgt die Translokation ins Mitochondrium und
darauf der proteolytische Verdau am C-Terminus, sodass unter anderem ein Fragment entsteht, welches
etwas grofler als GFP ist (Fragment X). Mithilfe der zelluldren Fraktionierung von Zytoplasma (Zyto)
und Mitochondrien (Mito) kann die Lokalisation von SIRT4-eGFP und des C-terminalen Fragments
charakterisiert werden. SIRT4 wird unabhéngig von dessen enzymatischer Aktivitdt prozessiert. Das
Fragment fehlt allerdings in Zellen, die die zytoplasmatische Form von SIRT4 (A28N) exprimieren. Das
mitochondriale Protein LRP130 (sc-166178, Santa Cruz) wurde als Marker fir die mitochondriale

Fraktionierung verwendet.

Die SIRT4-Variante, der das mitochondriale Translokationssignal fehlt [SIRT4(A28N)-eGFP],
konnte nur im Zytoplasma beobachtet werden, wobei das Fragment X hier nicht detektierbar
war (Abb. 8 und Abb. 9.) Neben der Kartierung des Fragments X mit verschiedenen
Primdrantikorpern wurde im néchsten Schritt eine Immunaufreinigung mittels GFP single
domain antibody durchgefiithrt. Mit einer Silbernitratfirbung wurden daraufhin alle mit eGFP
interagierenden Peptide detektiert (Abb. 5). Der Gelbereich um 29 kDa wurde isoliert und
mithilfe eines Trypsinverdaus und anschliefender Massenspektrometrie analysiert. Die Analyse
ergab eine nahezu vollstdndige Detektion der Sequenz des Proteins eGFP und eines Teils des

C-Terminus von SIRT4 (Abb. 10).
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Abb. 10: Darstellung der vermuteten C-terminalen Schnittstelle von SIRT4 im 3D-Modell.

Die SIRT4-Struktur wurde mithilfe des Programms SWISS-MODEL [3] generiert und umfasst die
Sequenz der AS 41 bis 310. Das Modell wurde auf Basis der Homologie zu SIRT5 (PDB: 2b4y) generiert.
A: Cartoon-Darstellung der o-Helices und B-Faltblatter. B: Darstellung der Oberflachenstruktur. C:
Sequenz des mitochondrialen SIRT4. In Griin wird das SIRT4-Protein gezeigt. In Pink wird der C-
Terminus, der mit der Kartierung durch den SIRT4-Antikérper und der Detektion in der
Massenspektrometrie charakterisiert wurde, dargestellt. In Rot ist die a-Helix abgebildet, an der die
Prozessierung vermutet wird. Mit dem roten Pfeil ist das erste Lysin markiert, das in der
Massenspektrometrie nicht mehr detektiert werden konnte.

Mit diesen Informationen wurde in einem in silico erstellten dreidimensionalen Modell von
SIRT4, welches auf Basis der Kristallstruktur von SIRT5 (PDB: 2b4y) generiert wurde, eine
o-Helix ermittelt, die an der Oberfliche des Proteins lokalisiert ist und ein wahrscheinliches

Ziel fiir eine proteolytische Spaltung darstellen konnte (Abb. 10A und B).

124



Diskussion

Das Mitochondrium ist aufgrund seines kleinen Genoms nicht in der Lage, alle fiir seine
Funktionen notwendigen Proteine zu kodieren. Zwar exprimieren Mitochondrien selbst 37
eigene Gene, doch wird angenommen, dass sie in hoherentwickelten Organismen bis zu 1.500
verschiedene Proteine beinhalten [4]. Die meisten dieser Proteine kodierenden Gene befinden
sich im Zellkern. Mithilfe einer mitochondrialen Translokationssequenz (MTS), typischerweise
am N-Terminus dieser Proteine befindlich, kénnen diese in das Mitochondrium transportiert
werden. Die MTS ist in der Regel eine 15-50 Aminosduren-lange o-Helix, die nach dem
Transport ins Mitochondrium entfernt wird [5, 6]. Komplexe Proteine mit hydrophoben
Bereichen oder Aktivititen, die im Zytoplasma unterdriickt werden sollten, werden dabei oft

durch Chaperone stabilisiert [7, 8].

Zwar werden die meisten mitochondrial lokalisierten Proteine als pre-Peptide nach der
Translation in die Mitochondrien transportiert, doch gibt es auch Beispiele fiir Proteine, die
iber Ribosomen, die an Mitochondrien anhaften, direkt in das Mitochondrium translatiert
werden [9-11]. Das Haupteintrittstor in Mitochondrien ist der translocase of the outer
mitochondrial membrane (TOM) Komplex. Um die Proteine an die korrekte Position im
Mitochondrium zu transportieren, gibt es ein Netzwerk aus verschiedenen Komplexen, welche
die Lokalisation anhand verschiedener Signalpeptide an den Proteinen ermdoglichen. Proteine
kénnen an die duflere mitochondriale Membran durch die sorting and assembly machinery
(SAM) und die innere mitochondriale Membran durch den translocase of the inner membrane
22 (TIM22)-Komplex geleitet werden. In den Intermembranraum dringen Proteine durch das
mitochondrial intermembrane space import and assembly (MIA). Um in die Matrix des
Mitochondriums zu gelangen, werden die Komplexe translocase of the innermembrane 23
(TIM23) und presequence translocase-associated import motor (PAM), welcher ATP-abhéngig
ist, benotigt [12]. Der normale Ablauf ist die kontinuierliche Aufnahme der mitochondrialen
Proteine aus dem Zytoplasma in die Mitochondrien und der gleichzeitige Abbau der Proteine,

die sich bereits im Mitochondrium befinden.

Die Beobachtung, dass eine C-terminale Prozessierung von SIRT4 nur im Mitochondrium

stattfindet, kann durch mehrere Theorien erklart werden. Nach der Synthese mitochondrialer
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Proteine im Zytoplasma und dem Transport dieser in das Mitochondrium werden diese unter
anderem durch proteasomalen Abbau im Mitochondrium degradiert [12]. Uber diesen Weg
werden inkorrekt gefaltete Proteine entsorgt. Die SIRT4-Interaktion mit verschiedenen
Chaperonproteinen (Kapitel 6.3, Abb. 6) kénnte auch auf einen regulatorischen Abbau von
SIRT4 hindeuten. Dabei konnte das Fragments X durch Degradation des kiinstlichen
Fusionsproteins SIRT4-eGFP entstehen. Entgegen dieser Theorie steht die Detektion des
Fragments Y, die durch einen proteasomalen Abbau von SIRT4-eGFP nicht erkliart werden

kann (Abb. 8).

Eine weitere mogliche Erklarung fiir die mitochondriale Prozessierung von SIRT4 ist die
spezifische Aktivierung oder Inaktivierung von SIRT4 durch C-terminale proteolytische
Spaltung. Gegen eine Aktivierung durch Spaltung spricht, dass eine normale enzymatische
Aktivitat von SIRT4 bei bakteriell exprimiertem, rekombinantem SIRT4 beobachtet wurde [13—
15]. Hingegen kann eine Inaktivierung durch Spaltung nicht ausgeschlossen werden. Viele
Proteine werden in Mitochondrien durch proteolytische Spaltung inaktiviert und somit
reguliert. Eines der bekanntesten Beispiele ist OPA1, welches durch die Peptidase OMA1 N-
terminal gespalten wird und somit die Fusion von Mitochondrien nicht mehr fordern kann [16,
17]. Die Regulation der Mitophagie tiber den PINK1 /Parkin-Signalweg wird ebenfalls wesentlich
durch gezielte Spaltung von PINK1 in der mitochondrialen Matrix reguliert [18]. Dadurch wird
sichergestellt, dass dieses Protein nicht aus gesunden Mitochondrien exportiert wird und somit
deren Abbau induziert [19]. Es wird vermutet, dass nach der Spaltung von PINK1 Teile des

Proteins in das Zytoplasma exportiert und dort proteasomal abgebaut werden [20].

Eine weitere logische Erklarung fiir die biologische Funktion der C-terminalen Prozessierung
von SIRT4 ist ein moglicher aktiver Export von prozessiertem SIRT4 aus dem Mitochondrium.
Auch dieser ist bereits fiir andere Proteine beschrieben, bisher jedoch nicht fiir mitochondriale
Sirtuine. Ein Beispiel ist das Protein Apocytochrom C, welches aus dem mitochondrialen
Intermembranraum mithilfe des Komplexes TOMA40 in das Zytoplasma gelangt [21, 22]. Es wird
angenommen, dass bereits eine leichte Proteinfehlfaltung in Mitochondrien erkannt wird und
dass das Protein durch den Riicktransport ins Zytoplasma entsorgt wird [23]. Besonders kleine
Proteine sollen die Moglichkeit besitzen, effizienter iiber diesen Prozess hinaustransportiert zu

werden. Dies konnte eine mogliche Folge der Spaltung von mitochondrialem SIRT4 in die
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Fragmente X und Y sein (Abb. 8). Da das Fragment X im Mitochondrium spezifisch detektiert
werden kann, konnte ein Transport von Fragment Y aus dem Mitochondrium moglich sein.
Dadurch kénnten die widerspriichlichen Befunde der Lokalisation von endogenem SIRT4 am

Spindelpol und der fehlenden Detektion von SIRT4-eGFP am Spindelpol erklért werden.

Da das Mitochondrium die meisten Proteine durch Proteasen, wie z. B. LONP1 [24], PARL
[25, 26] oder auch das Proteasom [27], degradiert und SIRT4 zumindest mit verschiedenen
Untereinheiten des Chaperons HSP70 interagiert (Abb. 6), ist es nicht unwahrscheinlich, dass
der Abbau von SIRT4 im Mitochondrium durch HSP70 reguliert wird. /n silico-Studien der
SIRT4-Sequenz identifizieten keine bekannten Sequenzen, die von einer spezifischen Peptidase
detektiert werden koénnten. Doch sollte die spezifische Generierung von Fragment X und
Fragment Y intensiver untersucht werden, um einen méglichen selektiven Abbau und/oder
Transport von SIRT4 aus dem Mitochondrium weitergehend analysieren und die putative

Lokalisation von SIRT4 am Spindelpol erkliaren zu kénnen.

Der Autor der vorliegenden Dissertation erarbeitete ca. 85% der Daten dieser Studie. Alle
Experimente wurden durch den Autor durchgefithrt und ausgewertet. Dabei halfen die Ko-
Autoren bei der Durchfithrung komplexer Methoden, wie der Massenspektrometrie von SIRT4
und SIRT4-Framenten inkl. bioinformatischer Analyse und unterstiitzten durch konstruktive

Diskussion das Voranschreiten der Arbeit.
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7. Abschlussdiskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der SIRT4-Expression und -Funktion in der
zelluldren Seneszenz und Alterung. Wie einleitend beschrieben, kann Alterung zwar durch
verschiedene Kennzeichen (hallmarks) beschrieben werden [1], doch stellt diese einen sehr
umfangreichen und komplexen Prozess dar und ist, abhéngig vom Organ und Zelltyp,
unterschiedlich stark ausgepragt. Zudem koénnen alterungsindizierende Stressoren die
Ausprégung und Intensitdt der Kennzeichen der Alterung modulieren [1]. Die Veranderung des
SASP, welcher fiir die Modulation der Zellmatrix oder auch die parakrine Interaktion mit Zellen
verantwortlich ist, kann je nach Stérke des Stressors unterschiedlich ausfallen [2]. Waldera-
Lupa et al. zeigten z. B., dass ionisierende Gammastrahlung einen starker auf isolierte primére

Hautfibroblasten wirkt als , kontinuierliche* Alterung durch proliferativen Stress.

Der Startpunkt dieser Arbeit war die Beobachtung, dass die Expression von SIRT4 in
verschiedenen Modellen der zelluldren Seneszenz und Hautalterung hochreguliert wird. Hierbei
konnte eine Korrelation zwischen der Reduktion der Expression der mikroRNA miR-15b und
der Zunahme von SIRT4-Transkriptionsmengen in Modellen der extrinsischen Alterung
(UV-Strahlung, ionisierende Gammastrahlung), aber auch der intrinsischen Alterung
(mitotischer Arrest [3], Erreichen des Hayflick-Limits [4]) beschrieben werden [5]. Die
aktivierende Wirkung von miR-15b auf die Regulation der Proliferation wurde in der Literatur
diskutiert [6-10]. Die Funktion von mitochondrialem SIRT4 wird hingegen als Tumorsuppressor
und Inhibitor der Proliferation anerkannt [11-13]. Die Befunde der vorliegenden Arbeit sprechen
fiir eine Rolle der miR-15b-SIRT4-Achse in der Regulation der zelluldren Seneszenz und
Alterung. Diese zeigt sich insbesondere in der SIRT4-abhidngigen Verdnderung der
mitochondrialen Morphologie hin zu einer Aggregation bzw. erhéhten Fusion [5, 50]. Ebenfalls
sprechen die Zunahme von mitochondrialem ROS, die Reduktion des mitochondrialen
Membranpotentials, aber auch die Reduktion der Expression wichtiger Transkriptionsfaktoren,
wie transcription factor A (TFAM) und nuclear respiratory factor 1 (NRF1), beschrieben in
Kapitel 6.1 [5] und konsistent mit der Literatur [14-17], fiir eine Dysfunktion der Mitochondrien
nach SIRT4-Expression. Schliefllich konnte gezeigt werden, dass die verdnderte Expression

primér proinflammatorischer Zytokine (IL-la, IL-1B, IL-6, IL-8, INFy) die miR-15b-SIRT4-
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Achse mit einem weiteren wichtigen Kennzeichen der Seneszenz/Alterung verbindet, dem

SASP.

Neben der transienten Hochregulation von SIRT4 durch Inhibition von miR-15b erméglichte
ein moderates SIRT4-eGFP HEK293-Uberexpressionsmodell die Analyse der langfristigen
zelluliren Wirkung von SIRT4. Die hier beobachteten Effekte der SIRT4-Uberexpression
(Reduktion des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs, Aggregation der Mitochondrien und
Zunahme der mitochondrialen Masse) konnen wahrscheinlich nur bedingt durch die
beschriebene Funktion von SIRT4 als Inhibitor der GDH [18], PDH [19] oder MCD 20, 21]
erklart werden, da notige Anockout- und Knockdown-Fxperimente dieser Proteine nicht
durchgefithrt wurden. Zwar kann eine Inhibition dieser metabolischen Schlisselenzyme eine
Reduktion der Proliferation [22] oder der Atmungsaktivitiat [23] hervorrufen, jedoch nicht die
nach SIRT4-Uberexpression beobachteten Verdnderungen der mitochondrialen Morphologie
(Kapitel 6.2, [50]). Diese basierten eher auf der SIRT4-vermittelten Verdnderung der
Proteinmengen der aktiven und somit fusionsférdernden L-OPA1 (Zunahme), vs. der
yinaktiven“ S-OPA1-Form [24, 25]. Co-Immunprézipitationsstudien zeigten, dass SIRT4 direkt
oder indirekt mit OPA1 interagiert [50]. Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass
mitochondriales SIRT3 ebenfalls OPA1 bindet, deacetyliert und dadurch aktiviert [26]. Die
mogliche Modulation von OPA1 durch die enzymatische Aktivitat von SIRT4 und somit
Verzerrung des , Tauziehens“ in Richtung L-OPA1 und mitochondriale Fusion wiirde eine
Reduktion der mitochondrialen Qualitatskontrolle (Mitophagie) zur Folge haben.
Dementsprechend bewirkt die Uberexpression von SIRT4-eGFP einen Anstieg der
Mitochondrienmasse. Ein weiterer Hinweis auf eine reduzierte mitochondriale Qualitat war die
verstarkte Reaktion auf CCCP, einem Entkoppler der Atmungskette, in Form einer verstiarkten
Zunahme der ROS-Produktion in SIRT4-eGFP exprimierenden HEK293-Zellen. Des Weiteren
ist die mitochondriale Atmung, gemessen am Sauerstoffverbrauch pro Zelle, in Zellen mit
SIRT4-eGFP-Uberexpression deutlich reduziert (Kapitel 6.2). Interessanterweise nahm die
Menge der Mitochondrien mit Parkin-Markierung nach SIRT4-Uberexpression zu, doch
verglichen mit der Zunahme der Mitochondrienmasse nahm die Parkin-Lokalisation an
Mitochondrien in der Gesamtheit ab (Kapitel 6.2, [50]). Diese Beobachtungen fithrten im

Abgleich mit der Literatur zu der Schlussfolgerung, dass SIRT4 durch die Stabilisierung von L-
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OPA1 und somit durch Stabilisierung des mitochondrialen Netzwerks die Qualitédtskontrolle
(Mitophagie) hemmt und somit zu einer mitochondrialen Dysfunktion in der Zelle (d.h.

Akkumulation defekter Mitochondrien) iiber die Zeit fithrt [27, 28].

Eine erhéhte mitochondriale Dysfunktion in SIRT4-eGFP exprimierenden Zellen kénnte die in
dem hier vorgestellten SIRT4-Uberexpressionsmodell auftretende Abnahme der Leistung der
Atmungskette erkldren. Dies kann unter anderem mit der Reduktion der mitochondrialen
Qualitédtskontrolle zusammenhéngen, die durch die Mitophagie gesteuert wird [29-31]. Eine
Studie in humanen Hautfibroblasten von Patienten verschiedenen Alters konnte zwar eine
Zunahme der Mitochondrien und eine stérkere Vernetzung dieser im Alter beobachten [32].
Eine Reduktion in der Funktion der mitochondrialen Atmungskette, wie bei SIRT4-
Uberexpression (Kapitel 6.2), konnten Son et al. jedoch nicht beobachten. Mithilfe des in dieser
Arbeit analysierten SIRT4-Interaktoms (Kapitel 6.3) konnten weitere biologische Mechanismen
in die Diskussion eingebracht werden. Die negative Wirkung von SIRT4 auf den
Sauerstoffverbrauch wurde durch Anockdown-Experimente bereits angedeutet [33]. Mittels
Massenspektrometrie wurden die ersten Interaktionen zwischen SIRT4 und Teilen der
Atmungskette gefunden [34]. Zwar konnte solch ein Protein-Interaktom der mitochondrialen
Sirtuine aufgebaut werden, doch wurde der Zusammenhang zwischen SIRT4 und dessen
moglicher Wirkung auf die mitochondriale Atmung nicht diskutiert. In weiteren Experimenten
konnte in dieser Arbeit eine Interaktion zwischen SIRT4 und Teilen des Komplex I und V der
Atmungskette gefunden werden (Kapitel 6.3, Abb. 6, Abb. 7). Die Moglichkeit besteht, dass
SIRT4 als Enzym Komplexe der Atmungskette modifizieren und so in ihrer Funktion regulieren,
d.h. inhibieren, koénnte. Diese Annahme wird indirekt durch die Beobachtung verstarkt, dass
die Expression der zytoplasmatischen Mutante von SIRT4 (A28N), die eine dominant negative
Wirkung auf die Lokalisation von SIRT4 in Mitochondrien haben kénnte, eine Zunahme des
Sauerstoffverbrauchs in der Zelle zeigt. Ahnliche Effekte konnten auch in AKnockout-Modellen
von SIRT4 beobachtet werden [33]. Neben der negativen Regulation der mitochondrialen
Qualitatskontrolle/Mitophagie durch SIRT4, wirde die SIRT4-vermittelte Inhibition
verschiedener Komplexe der Atmungskette | schneller wirken* und kénnte so die Reduktion der
mitochondrialen Qualitdit und die rasche Zunahme von mitochondrialem ROS im

experimentellen miR-15b-SIRT4-Modell erklaren (Kapitel 6.1; Kapitel 6.2).
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Die SIRT4-Interaktion mit verschiedenen tRNA-Ligasen (Kapitel 6.3, Abb. 6) im
Mitochondrium koénnte einen weiteren Mediator der mitochondrialen Dysfunktion darstellen.
Die Analyse des SIRT4-Interaktoms durch Yang et al zeigte, dass SIRT4 auch mit tRNA-
Ligasen interagiert [34]. Die Inhibition der Aminosédurensynthese in Mitochondrien reduziert die
Qualitdt der Mitochondrien und induziert Neuropathien [35, 36] und Encephalomyopathien [37].
Somit konnte die SIRT4-vermittelte Inhibition von mitochondrialen tRNA-Ligasen negative

Effekte der Alterung tiber eine mitochondriale Dysfunktion erkléaren.

Die Interaktion von SIRT4 mit Chaperonen und Teilen des Proteasoms, die eine wichtige
Funktion in der Regulation der Proteomqualitiat besitzen [38], kann in zwei Hypothesen
zusammengefasst werden: Zum einen kénnte SIRT4 bei Uberexpression durch das Proteasom
gezielt abgebaut werden, da eine grofle Menge des Proteins schédlich fiir die Zelle ist, zum
anderen konnte SIRT4 mit Chaperonen interagieren, diese modifizieren und dadurch deren
Aktivitdt beeinflussen. Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass Chaperone durch Modifikationen,
wie Acetylierung und Phosphorylierung aktiviert oder inaktiviert werden kénnen [39-41]. Die
Funktion von Chaperonen ist fiir die Qualitétssicherung von Proteinen von grofler Bedeutung.
Diese Qualitétssicherung ist auch eines der Kennzeichen der Alterung und muss bei langlebigen
Zellen besonders gut reguliert werden [1, 42, 43]. Die Funktion von SIRT4 als Enzym wére als
Regulator nicht unwahrscheinlich und die Modulation von Chaperonen kénnte ein weiterer
mechanistischer Hinweis auf eine Rolle von SIRT4 in mitochondrialer Dysfunktion und Alterung

sein.

Mikrotubuli-Komponenten, aber auch Proteine des Spindelpols/Zentrosoms konnten im SIRT4-
Interaktom beobachtet werden. Vorarbeiten zeigten, dass SIRT4 die Mitose-Dauer signifikant
verlangert [44, 45]. Die Lokalisation von endogenem SIRT4 an den Zentrosomen war ein
weiteres Indiz fiir eine mogliche Regulation der mitotischen Mikrotubulidynamik durch SIRT4.
Im Gegensatz dazu konnte SIRT4-eGFP jedoch nicht an den Spindelpolen detektiert werden.
Diese unterschiedlichen Beobachtungen kénnen durch zwei Hypothesen erklart werden. Zum
einen kénnte SIRT4 zum grofien Teil in Mitochondrien vorliegen und extramitochondrial nur
in geringen Mengen und auch nur zu bestimmten Zeitpunkten an den Spindelpolen lokalisieren.
Diese Hypothese miisste mit Hilfe eines N-terminal markierten SIRT4-Konstruktes (z.B. Flag-

SIRT4(A28N)), das nicht in Mitochondrien translozieren kann, untersucht werden. Zum
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anderen konnte SIRT4 nach der Translation ins Mitochondrium gelangen und dort proteolytisch
gespalten werden. Es konnte ein C-terminales Fragment entstehen, welches im Mitochondrium
verbleibt und dort abgebaut wir und ein N-terminales Fragment, welches aus dem
Mitochondrium exportiert wird und dann am Spindelpol lokalisieren kann. Fiir diese Theorie
spricht, dass ein C-terminales SIRT4-Fragment nur in Mitochondrien detektiert werden kann
(Abb. 9). Wird diese Hypothese auf SIRT4-eGFP tbertragen, so wiirde dieses moglicherweise
das fehlende GFP-Signal am Spindelpol erklaren. Ein entsprechendes C-terminales Fragment
konnte in Mitochondrien charakterisiert werden (Abb. 8, Abb. 9). Mithilfe der
Massenspektrometrie wurde hierbei eine putative a-Helix definiert, an der die C-terminale

proteolytische Prozessierung von SIRT4 stattfinden kénnte (Abb. 10).

Die Analyse des SIRT4-Interaktoms in der Mitose (Kapitel 6.3) zeigt eine klare Verbindung zu
zentrosomalen und mikrotubuli-assoziierten Proteinen. Die negative Wirkung von SIRT4 auf
den Progress der Mitose konnte iiber einen inhibierenden Einfluss von SIRT4 auf diese
Interaktoren erklart werden. Die zeitlich und rdumlich korrekte Organisation der Spindelpole
ist entscheidend fir die Mitose [46, 47] und die Interaktion zwischen SIRT4 und Proteinen wie
y-Tubulin, GCP2 und GCP3 (Abb. 6) konnten die Stabilisierung und Dynamik der Mikrotubuli

am Spindelpol in der Mitose entscheidend beeinflussen [48, 49].
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Abb. 11: Zusammenfassende Darstellung einer méglichen Rolle von SIRT4 und dessen Interaktoms
in der Alterung.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Regulation von mitochondrialem SIRT4 durch miR-15b und dessen
negative Wirkung auf die Alterung. Dabei konnte die Induktion der Alterung durch SIRT4 mithilfe
verschiedener Interaktoren von SIRT4 beschrieben werden, die die mitochondriale Funktion,
mitochondriale Qualitat, ROS-Produktion oder Mitose regulieren.

Die Effekte der SIRT4-Uberexpression zeigen, dass SIRT4 mit verschiedenen Aspekten der
zellularen Alterung assoziiert ist. Dabei sollten die verschiedenen Kennzeichen der Alterung
nicht unabhéngig voneinander betrachtet werden. Es ist wichtig zu betonen, dass viele dieser
beobachtbaren Effekte zusammenhéngend und dass mitochondriales SIRT4, ein metabolischer
Tumorsuppressor, als Teil des alterungsorganisierenden Systems betrachtet werden koénnen.
Dabei koénnte SIRT4 als ein Induktor der mitochondrialen Dysfunktion, ein Inhibitor der
Mitophagie durch OPA1, oder ein Modulator der Atmungskette und der tRNA-Ligasen
fungieren (Abb. 11). Die Moglichkeit, dass SIRT4 die Qualitét der Proteine durch Regulation
von Chaperonen oder die Zellteilung durch Translokation aus dem Mitochondrium und
darauffolgende Interaktion mit Proteinen im Zentrum des Spindelapparats moduliert, fiigt sich

in die Theorie der verschiedenen Kennzeichen der Alterung ein.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

(e)GFP:
3'-UTR:
AARS2:
ACADO:
Acetyl-CoA:
ATFMI:
AMPK
ANT2 / SLC25A5:
AS:
ATG:
ATP5A1:
BafAl:
BAG2:
BCL2:
BNIP3:
BNIP3L:
CCCP:
CDK:
CLPB:
CPS1:
CTD:
CTPSI:
CytC:
DARS2:
DGCRS:

DLAT:

(enhanced) green flourescent protein

3 -untranslated region

Alanine-tRNA ligase

Acyl-CoA dehydrogenase family member 9
Acetyl-Coenzym A

apoptosis-inducing factor 1

5'-AMP-activated protein kinase catalytic subunit alpha
ADP/ATP Translokase 2

Aminoséure

Autophagy-related gene

ATP-synthase-subunit alpha

Bafilomycin Al

BAG family molecular chaperone regulator 2
B-cell leukemia/lymphoma 2

Bcl2/adenovirus E1B 19 kDa-interacting protein 3
Bcl2/adenovirus E1B 19 kDa-interacting protein 3 like
Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon
Cyclin-dependent-kinase

Caseinolytic peptidase B protein homolog
Carbamoyl phosphate synthetase 1

C-terminale Doméne

CTP synthase 1

Cytochrom c

Aspartate-tRNA ligase

Microprocessor complex subunit DGCRS

PDH-subunit E2
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DNA:

DNAJA:

DNAJC10:

DROSHA:

DRP1:

ETC:

ETS:

FARSA:

FUDNCTI:

GCP:

GDH:

Gst:

HDACEG:

HNRNPF:

HST71B:
HSPA:
TARS2:
IL-6:
IL-8:
IL-1a:
IL-1B:
LIR:
LPCATI:
LSD1:
MARS:
MCCA:
MCD:
MFN:

miR-15b:

Deoxyribonucleic acid

DnaJ homolog subfamily A member
DnaJ homolog subfamily C' member 10
Ribonuclease 3

Dynamin-1-like protein

Flectron transport chain

FElectron transport system capacity
Phenylalanine-t RNA ligase alpha subunit
FUNI14 domain-containing 1
Gamma-tubulin complex component
Glutamatdehydrogenase

Glutathione S-transferase
Histondeacetylase 6

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F'
Heat shock 70 kDa protein 1B

Heat shock 70 kDa protein

Isoleucine-t RNA ligase

Interleukin-6

Interleukin-8

Interleukin-1a

Interleukin-1

LC3-interacting region
Lysophosphatidylcholine acyltransterase 1
Lysin-spezifische Histon-Demethylase 1A
Methionine-t RNA ligase
Methylcrotonyl-CoA carboxylase A
Malonyl-CoA-Decarboxylase

Mitofusin

MikroRNA-15b
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miRNA:
Mitophagie:
MKK4:
mRNA:
MRPL3T:

MTHFD2:

MTS:
NDUFS:
NEFL:
NELF:
NRF1:
NUP43:
OAT:
OPAL:
PDH:

PGC-1a:

PLEC:
PSMC2:
PSMD2:
PYCR2:
qPCR:
RACKI:
RISC:
RNA:
ROS:
RPS3:
SASP:

SDHA:

MikroRNA

Mitochondrienspezifischen Autophagie
Mitogen-activated protein kinase kinase 4
Messenger ribonucleic acid

398 ribosomal protein L37

Bifunctional methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase/cyclohydrolase

Mitochondriales Translokationssignal

NADH dehydrogenase [ubiquinone/ iron-sulfur protein
Neurofilament light polypeptide

Negative elongation factor

Nuclear respiratory factor 1

Nucleoporin 43

Ornithine aminotransferase

Optic atrophy protein 1

Pyruvatdehydrogenase

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator I-

alpha

Plectin

268 proteasome regulatory subunit 7

268 proteasome non-ATPase regulatory subunit 2
Pyrroline-5-carboxylate reductase 2
quantitative polymerase chain reaction
Receptor of activated protein C kinase 1
RNA induced silencing complex

Ribonucleic acid

Reactive oxygen species

408 ribosomal protein S3
Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phanotyp

Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit
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SIRT(1-7):

SOD:

SYAM:

SYDM:

TARS2:

TCP1:

TELO2:

TERT:

TFAM:

TIMM50:

TOMMT70:

TUBA:
TUBB:
TUFM:
UGGT1:
VEGEF:
VIM:
A¥m:

VIR:

Sirtuin(1-7)

Superoxide dismutase

Alanine-tRNA ligase

Aspartate-tRNA Iligase

Threonine-tRNA ligase

T-complex protein 1 subunit alpha

Telomere length regulation protein TELZ2 homolog
Telomerase reverse transcriptase

Mitochondrialen Transkriptionsfaktor A

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit
TIMS50

Mitochondrial import receptor subunit TOM70
Tubulin a

Tubulin 3

Flongation factor Tu

UDP-glucose.glycoprotein glucosyltransterase 1
Vascular endothelial growth factor

Vimentin

Mitochondrial membrane potential

lonising y-radiaton
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