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3. Zusammenfassung 

Das Sirtuin SIRT4 ist ein metabolischer, NAD+-abhängiger Regulator des mitochondrialen 

Energiemetabolismus, fungiert als Tumorsuppressor und ist involviert in die zelluläre Alterung. 

Diese Arbeit umfasst die Charakterisierung von SIRT4 als Modulator der Alterung in der 

mitochondrialen Qualitätskontrolle, der mitochondrialen Dysfunktion sowie der möglichen 

extramitochondrialen Kontrolle der Mikrotubulifunktion/-dynamik und mitotischen Zellteilung. 

Die seneszenz- und alterungsabhängige 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 

Phänotyps (SASP), aber auch eine Reduktion der mRNA-Mengen nukleär kodierter Proteine, 

die die mitochondriale Biogenese (TFAM), antioxidative Antwort (NRF1) und 

Atmungskettenfunktion (Cytochrom C) steuern. Des Weiteren konnte eine erhöhte 

mitochondriale Aggregation/Fusion, Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials und 

eine verstärkte Produktion von mitochondrialen reactive oxygen species (ROS) in Abhängigkeit 

der SIRT4-Zunahme gezeigt werden. Die Überexpression von SIRT4-eGFP förderte die 

Zunahme der langen, aktiven Form der GTPase Optic Atrophy 1 (L-OPA1), die für 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 

verstärktes mitochondriales Netzwerk entstand. Ein stabileres Netzwerk reduzierte zugleich die 

Funktion der Mitophagie, einem Prozess zur Qualitätssicherung der Mitochondrien. Schließlich 

zeichnete sich die SIRT4-Überexpression durch eine inhibierende Wirkung auf die 

mitochondriale Atmungskette aus mit einem reduzierten O2-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 mögliche Funktionen von SIRT4 basierend auf dessen 

Interaktion mit Regulatoren der Proteinqualität (Chaperonen), der mitochondrialen tRNA-
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Beladung/Aminosäureaktivierung (tRNA-Aminoacylierung), der mitochondrialen Organisation 

(OPA1), aber auch der Mikrotubulifunktion (α/β-Tubulin, γ-Tubulin, GCP2, HDAC6) und 

Zellzyklusregulation (CDK1) bestätigt bzw. neu gefunden werden.  

Schließlich 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 

alterungsfördernd beschrieben werden, indem SIRT4 mitochondriale Dysfunktionen (ROS, 

Senkung des mitochondrialen Membranpotentials, erniedrigte mitochondriale 

Qualitätskontrolle) bewirkt und möglicherweise auch extramitochondriale Veränderungen 

(Zellzyklusderegulation, Malmitose) nach sich zieht.  
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4. Summary 

The Sirtuin SIRT4 is a NAD+-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 OPA1. The relative 

increase of L-OPA1 vs. 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 O2 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 (γ-tubulin, α-tubulin, 

GCP2, HDAC6) 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). 
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5. Einleitung 

5.1. Alterung und Seneszenz 

Die Alterung ist gegenwärtig eines der aktivsten Forschungsgebiete, und es wird immer 

deutlicher, dass das Verständnis der zellulären Signalwege des Alterns für 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 Stabilität und 

Erneuerungsfähigkeit von Geweben. Gealterte Zellen bezeichnet man als seneszent. Merkmale 

seneszenter Zellen sind unter anderem eine verringerte Proliferationsfähigkeit, eine veränderte 

Interaktion mit der direkten Umgebung durch Modulation sekretierter Proteine, sowie eine 

Abnahme der Proteinqualität. Eine aktuelle Studie im Mausmodell zeigt, dass die Depletion 

seneszenter Zellen im gealterten Organismus die gesunde Lebenszeit deutlich verlängern kann 

[2]. 

Alterung beinhaltet in der Gesamtheit verschiedene charakteristische Phänotypen. Die 

umfassendste Einteilung dieser Phänotypen basiert auf neun biologisch messbaren und 

beschreibbaren Kennzeichen (hallmarks) [3]: 

 

1. Reduktion der Stammzell-Erneuerung 

2. Zelluläre Seneszenz 

3. Genomische Instabilität 

4. Abnahme der Telomerlänge 

5. Epigenetische Veränderungen, wie Histonmodifikationen, DNA-Methylierung und 

daraus resultierende transkriptionelle Veränderungen 

6. Reduktion der Proteinqualität durch ineffizienten proteasomalen Abbau 

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

8. Mitochondriale Dysfunktion 

9. Veränderte intrazelluläre Signaltransduktion. 
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Ein weiteres wichtiges Kennzeichen ist die Interaktion seneszenter Zellen mit der zellulären 

Umgebung. Einer der messbaren Faktoren hierbei ist der SASP (Seneszenz-assoziierter 

sekretorischer Phänotyp), der sich durch die veränderte Sekretion von Proteinen wie Proteasen, 

Zytokinen und löslichen Rezeptoren auszeichnet und dadurch eine modulierende parakrine und 

endokrine Wirkung auf die Umgebung zeigt. Durch seneszente Zellen wird die Homöostase der 

Gewebe dementsprechend stark verändert [4–6]. 

Die Charakterisierung der verschiedenen Kennzeichen der Alterung zeigt, dass diese oft 

miteinander wechselwirken und zusammenhängend betrachtet werden müssen. Zum einen gibt 

es Beobachtungen, die darauf hindeuten, dass die fehlende Aktivität des Telomerase-Proteins 

telomerase reverse transcriptase (TERT) zuerst die mitochondriale Dysfunktion auslöst, und 

erst darauffolgend Effekte wie DNA-Schäden und Induktion von Alterungsphänotypen auftreten 

[7]. Als weiteres Beispiel induziert der Zellzyklusregulator p21 durch seine Wirkung als Inhibitor 

der cyclin-dependent-kinase 2 (CDK2) zelluläre Seneszenz. Parallel dazu nimmt die Produktion 

von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) in Mitochondrien stark zu. Die 

erhöhte ROS-Produktion führt unter anderem zur akkumulativen Schädigung des Genoms und 

fördert so eine stärkere Seneszenz der Zelle [8]. Eine Reduktion der Mitochondrienmasse 

reduziert die Ausprägung der Seneszenz und könnte so die Alterung verzögern [9]. Doch neben 

der Mitochondrienmasse ist auch die Stabilität des mitochondrialen Genoms von entscheidender 

Bedeutung. Die fehlende Qualitätssicherung des mitochondrialen Genoms führt zu einer 

stärkeren Akkumulation von seneszenten Zellen in vivo und in vitro [10]. Es wäre daher eine 

plausible Annahme, dass die Modulation eines Kennzeichens der Alterung auf weitere 

Kennzeichen wirkt und so die Vitalität des gesamten Organismus positiv oder negativ verstärkt 

werden kann. Dabei spielen Mechanismen der Qualitätskontrolle in der Zelle eine besondere 

Rolle. Diese sollten daher vertieft untersucht werden, um die Mechanismen der Alterung 

verstehen zu können. 
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5.2. Autophagie ist ein wichtiger Faktor der zellulären 

Qualitätskontrolle 

Die Autophagie ist ein zellulärer Prozess, der die Funktionalität und Qualität 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 ähnlich: Es gibt stets erste initiierende Schritte, die in einer spezifischen Abfolge zur 

Formation eines Doppelmembranvesikels führen, welches sich um die zu degradierende „Fracht“ 

bildet. Dieses Vesikel wird als Autophagosom bezeichnet. Eine Schlüsselrolle 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 (ATG8 

[LC3], ATG12) ermöglichen. Anschließend fusioniert dieses Autophagosom mit einem Lysosom 

zu eine Autolysosom, was zum Abbau des Inhalts führt (Abb. 1). Dieser Prozess wird im 

Allgemeinen als zelluläres Recycling verstanden [14]. Während die Makroautophagie ganze 

Organellen und größere Proteine degradiert, können kleine Moleküle direkt mithilfe der 

Mikroautophagie durch Membraneinstülpungen segregiert und verdaut werden. Auch kann 

hierbei der Abbau ohne den Transport in einem Phagosom stattfinden. Hierzu können 

Chaperone falsch gefaltene Proteine anhand einer spezifischen Aminosäuresequenz erkennen, 

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

Durch die Autophagie können mehrere Kennzeichen der Alterung, wie die Reduktion der 

Proteinqualität oder die mitochondriale Dysfunktion, reduziert werden, da sowohl geschädigte 

Proteine als auch größere Organellen wie Mitochondrien selektiv abgebaut werden können [17]. 
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Daher ist es nicht überraschend, 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 evolutionären 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 abhängig. Heute besitzen diese nur 37 eigene Gene. Von diesen kodieren 13 für Proteine, 

die vor allem Bestandteile der Atmungskette sind. Die übrigen 24 Gene kodieren für tRNAs 

und rRNAs. Diese Reduktion des mitochondrialen Genoms wird durch die Kodierung der 

übrigen mitochondrialen Proteine im nukleären Genom des Wirts ermöglicht [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+, FADH2) genutzt, um einen Protonengradienten im 

Intermembranraum der Mitochondrien aufzubauen. Der Rückfluss der Protonen durch den 

Komplex V der Atmungskette treibt die Synthese von ATP an. Gleichzeitig ist der 

Protonengradient ein wichtiger Faktor zur Qualitätsmessung des Mitochondriums. Ein Verlust 

dieses Gradienten führt zur Depolarisation des Mitochondriums und ist in der Lage, eine 

Signalkaskade auszulösen, die den Abbau des Mitochondriums fördert [26]. Relevant für die 

Alterung ist die Produktion von ROS, die vor allem durch die Aktivität der Komplexe I und 

III entstehen und die mit der Zeit zu einer Ansammlung von Schäden in der Zelle, aber auch in 

der mitochondrialen DNA, führen können [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 eröffnet die Frage, wie 

ein Organell kontrolliert werden kann, welches durch eine seiner Hauptfunktionen, die 

Energiegewinnung in der Atmungskette, sehr viele Schäden und schädliche Metabolite, wie 

ROS, erzeugt [20]. Ein System zur Qualitätssicherung 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 geschädigt und der 

Protonengradient dereguliert, so kann der PINK1-Transport in das Mitochondrium nicht 

aufrechterhalten werden, und PINK1 wird somit nicht inaktiviert. Dies führt zur 

Autophosphorylierung, Dimerisierung und Lokalisierung von PINK1 an der äußeren Membran 

dieses Mitochondriums [34, 35]. Diese Selbstaktivierung führt 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 fördern [36]. Mittels Mitophagie wird das 

geschädigte Mitochondrium im Autolysosom letztlich abgebaut [38]. 
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Der zweite Signalweg der Mitophagie wird als Rezeptor-vermittelte Mitophagie beschrieben. 

Bei dieser gibt es mehrere Proteine, welche selektiv defekte Mitochondrien für die Mitophagie 

Abb. 1: Funktioneller Ablauf der speziellen mitochondrialen Autophagie (Mitophagie). 

Die Zahl beschädigter Mitochondrien kann durch Abtrennung dieser aus dem mitochondrialen Netzwerk 
reduziert werden. Abgetrennte Mitochondrien werden durch die Mitophagie recycelt und als Aminosäuren, 
Nukleotide und Lipide ins System zurückgeführt. 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 ermöglichen. Oft interagieren die Proteine 
mit ihrer LIR-Domäne (hier BNIP3L) mit dem lipidierten LC3-II, welches in der Phagophore verankert 
ist. Dieser Schritt wird als Reifung der Phagophore bezeichnet. Im nächsten 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]. 
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markieren, mit Autophagosomen interagieren und so die Einkapselung fördern [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 äußeren mitochondrialen Matrix exprimiert. Eine 

Gemeinsamkeit dieser Proteine ist die LC3-interacting region (LIR)-Domäne, welche für die 

selektive Beladung von Mitochondrien in die Autophagosomen verantwortlich ist. Unter 

Stresseinwirkung werden diese Rezeptoren modifiziert und aktiviert. Ein Beispiel hierfür 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-Domäne effektiver LC3 

binden. Da dieses Protein direkt an dem Aufbau und der Stabilität, aber auch der selektiven 

Beladung des Autophagosoms beteiligt ist, kann das Mitochondrium umschlossen und wenig 

später abgebaut werden [40]. 

 

5.2.3. Mitochondrien in der Alterung 

Mitochondriale Qualitätskontrolle in Form von gezielter Autophagie ist ein essentieller Faktor, 

um negative Effekte auf die Zelle durch geschädigte oder deregulierte Mitochondrien zu 

begrenzen [41–43]. Dementsprechend ist die Autophagie in der Seneszenz und Alterung 

reduziert [19, 44, 45]. Dies führt dazu, dass die Qualität der Mitochondrien in der Summe sinkt. 

Beispiele hierfür sind die reduzierte Aktivität der Atmungskette und die zunehmende 

Aggregation des mitochondrialen Netzwerks in der Haut von gealterten Menschen [46] (Abb. 

2).  
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Mitophagie wird vor allem durch die Dynamik des mitochondrialen Netzwerks reguliert: 

Segregierte Mitochondrien können effizienter durch die Mitophagie abgebaut werden als 

Mitochondrien in einem dichten Netzwerk [28]. Dafür ist es notwendig, dass geschädigte 

Mitochondrien nicht nur markiert, sondern auch vom mitochondrialen Netzwerk getrennt 

werden [47]. Das Gleichgewicht zwischen mitochondrialer Fusion und Spaltung wird vor allem 

durch die Aktivität einiger weniger Enzyme bestimmt, die zur Familie der monomeren 

Guanosintriphosphatasen (GTPasen) gehören [48]. Zur Abspaltung einzelner Mitochondrien 

wird das zytoplasmatische Protein dynamin-1-like protein (DRP1) benötigt. Für die Fusion der 

äußeren mitochondrialen Matrix sind die membrangebundenen Proteine Mitofusin 1 (MFN1) 

und Mitofusin 2 (MFN2) verantwortlich. Für die Fusion der inneren mitochondrialen Membran 

ist das in der inneren Membran befindliche Protein optic atrophy protein 1 (OPA1) 

entscheidend. Die Regulation der Spaltungs- und Fusionsprozesse mündet in einem Tauziehen 

um ein Gleichgewicht, dass das mitochondriale Netzwerk moduliert.  

Abb. 2: Mitochondrien-Aggregation in humanen dermalen Fibroblasten vor und 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 (γIR; 20 Gy). Nach vier Tagen wurden die Zellen fixiert und die Mitochondrien 
wurden mittels immunzytochemischer Färbung mit dem Antikörper MTC02 (Abcam, ab3298) in einer 
konfokal-mikroskopischen Aufnahme detektiert. Mithilfe des Programms ImageJ wurde ein binäres Bild 
generiert, um die Unterschiede zwischen den mitochondrialen Netzwerken hervorzuheben. Mitochondrien 
sind rot und Zellkerne blau [Färbung mit 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)] dargestellt. 
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Dabei kann eine leichte Verschiebung des Gleichgewichts drastische Effekte auslösen [49]. Die 

Regulation des Fusionsproteins OPA1 ist mit der Abspaltung seines Membranankers bildlich 

erklärbar: Das Protein ist in seiner vollen Länge aktiv, an der inneren Membran verankert und 

fördert 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 führt zu einer starken Aggregation von Mitochondrien [52]. 

Nach Inhibition von OMA1 fusionieren die Mitochondrien verstärkt und bilden große, 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 Qualitätskontrolle darstellt. 

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 fördert die Fusion der mitochondrialen inneren 

Membran und ermöglicht 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 gestärkt werden. Modifiziert nach Wai und 

Langer 2016 [50]. 
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5.3. MikroRNAs als Modulatoren der Genexpression 

Es gibt mehrere Möglichkeiten, 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 Spleißen führen zur reifen messenger RNA (mRNA), welche mithilfe der 

Ribosomen in Proteine translatiert wird. In den letzten Jahrzehnten wurde eine weitere 

Möglichkeit, die RNA-Interferenz, erforscht. Diese ermöglicht der Zelle posttranskriptionell die 

Proteinexpression zu regulieren und situationsabhängig schnell zu modulieren. Das System 

beruht auf endogenen mikroRNAs (miRNA). Die miRNAs sind eine große Familie nicht-

kodierender RNAs mit einer Länge von 20-22 Nukleotiden, von denen zurzeit angenommen 

wird, dass sie die Expression von bis zu 50% der Proteine in Säugern modulieren können [54]. 

Die miRNAs binden in den meisten Fällen an das 3'-Ende der untranslatierten Region (UTR) 

und in seltenen Fällen 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, ähnlich 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 DGCR8 (DGCR8) durch 

Spaltung in eine dreidimensionale Struktur in Form einer Haarnadel umgewandelt. Diese 

miRNA-Form wird pre-miRNA 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 Aktivität einer RNA-spaltenden Helikase ermöglicht eine weitere Spaltung 

der miRNA, welche zu einer Aktivierung der miRNA führt. Mit Hilfe des RNA induced silencing 

complex (RISC) kann die miRNA an die mRNA der Zielgene anlagern und die Translation 

inhibieren. Die Übereinstimmung der Bindesequenz ist entscheidend dafür, ob nur die 

Translation inhibiert wird oder die gesamte mRNA abgebaut wird. Die meisten miRNAs können 

die Expression auch ohne eine 100%ige Sequenzkomplementarität 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 maßgeblich beteiligt. Einige miRNAs können Seneszenz 

inhibieren oder verzögern. 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 können. Andererseits können miRNAs zelluläre 

Seneszenz auch induzieren. Hierbei wird die Translation von Proteinen inhibiert, welche die 

Proliferation und Stabilität des Genoms fördern. Ein Beispiel ist die miR-34a-vermittelte 

Reduktion der Expression von TERT, welches für die Telomer-Erhaltung zuständig ist [69]. 

Einige miRNAs sind auch an der Modulation der Lebenserwartung beteiligt: miR-14 in 

Drosophila melanogaster beispielsweise ist entscheidend für Seneszenzinduktion. Eine Mutation 

dieser miRNA reduziert die Alterung und verlängert die Lebenszeit der Fliege signifikant [70]. 

Ein Zusammenhang zwischen Mitochondrienfunktionalität und Alterung konnte ebenfalls in 

miRNA-Studien gefunden werden. In der Leber von Mäusen 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 

(Gstz1, Gstm1, Gstt1) reduziert und somit eine mögliche Verbindung zu zunehmenden ROS-

Mengen in geschädigten 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 über eine negative Regulation der Zellzyklusprogression. Eine hohe Expression von 

miR-15b beim Leberkarzinom korreliert mit einer schlechteren Überlebenswahrscheinlichkeit 

[72]. Ebenfalls erhöht sich die Metastasierungs- und Migrationsfähigkeit 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 Überexpression 

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 

Überexpression von miR-15b in embryonalen Rattenzellen eine Reduktion der Proliferation 

durch Inhibition der ERK1-Expression auslösen [77]. Eine direktere negative Wirkung von miR-

15b auf die Proliferation konnte durch die Inhibition der Translation des Proteins Cyclin D1 

gezeigt werden [78, 79]. 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 zellulären Seneszenz identifiziert [82]. Die 

Inhibition von miR-15b führte hierbei durch Herunterregulation von SIRT4 zu einer 

veränderten mitochondrialen Morphologie und verringerten mitochondrialen Funktion. 

 

5.4. Funktion der Sirtuine in der zellulären Stressantwort 

In Säugern werden sieben Sirtuine exprimiert, die eine starke Homologie zum einzigen Sirtuin 

der Bäckerhefe (Saccharomyces cerevisiae), Sir2p, besitzen [83]. Sir2p fungiert unter 

Kalorienrestriktion als Histon-Deacetylase und verlängert dadurch die Lebensspanne der 

Hefezelle [84]. Die sieben Säuger-Sirtuine sind primär beschrieben als NAD+-abhängige 

Deacetylasen. Dennoch besitzen die meisten Isoformen auch verschiedene andere enzymatische 

Aktivitäten [85] (Abb. 4). Sirtuine sind aufgrund ihrer NAD+-Abhängigkeit wichtige 

Signalkomponenten, die wesentlich zur Reaktion der Zelle auf Stress und Energiedefizite 

beitragen [86]. Sie sind an verschiedenen intrazellulären Signalwegen und Prozessen der Zelle 

beteiligt und können unter anderem auch in Säugern die Lebensspanne regulieren [87].  

 

5.4.1. Humane Sirtuine 

Es werden primär nukleäre (SIRT1, SIRT6 und SIRT7), 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 für die subzelluläre Lokalisation und Substratspezifität 

verantwortlich sind [86]. Werden die N-Termini deletiert, so können mitochondriale Sirtuine 

nicht in Mitochondrien transportiert werden (Abb. 4). Im Falle von SIRT4 befindet sich das 

mitochondriale Translokationssignal (MTS) innerhalb der ersten 28 Aminosäuren (AS) [88]. 

Der stark homologe Bereich in der Mitte des Proteins konzentriert sich um ein 

hochkonserviertes Histidin. Dieses fungiert als Protonenakzeptor und ist für die enzymatische 

Aktivität unabdingbar [88].  

  

 

Nukleäre Sirtuine interagieren am häufigsten 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 Aktivitäten. Mitochondriale Sirtuine sind Regulatoren von metabolischen 

Enzymkaskaden. Sie können 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]. 

 

 

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

Die katalytische Domäne des Proteins (schwarz) beinhaltet im Kern ein Histidin (rot), das als 
Elektronenakzeptor agiert und die NAD+-abhängige Enzymaktivität ermöglicht. Die zentrale Domäne 
wird von isoformspezifischen N- und C-Termini (weiß) umrahmt. 
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5.4.2. Nukleäre und zytoplasmatische Sirtuine 

Eines der am besten untersuchten Sirtuine ist das nukleäre SIRT1. Es besitzt die höchste 

Homologie zum Sir2p der Hefe. SIRT1 inhibiert Apoptose [90], die Glukoneogenese [91] und die 

glukoseabhängige Insulinsekretion [92]. Eine weitere wichtige Eigenschaft von SIRT1 ist die 

Funktion in der DNA-Reparatur, wobei SIRT1 mithilfe der enzymatischen Deacetylaseaktivität 

die Reparatur von Doppelstrangbrüchen fördert [93, 94].  

Das zytoplasmatische SIRT2 inhibiert die transkriptionelle Aktivität von Peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) und hat so eine positive Wirkung auf die 

Lipidsynthese [95]. Es modifiziert aber auch zum großen Teil Proteine, welche die 

Energiehomöostase regulieren, wie das peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

coactivator 1-alpha (PGC-1α) [96, 97]. Durch Deacetylierung kann es die Glukokinase 

regulieren [98]. Zudem hat SIRT2 eine Funktion in der Genomstabilität, indem es als 

Deacetylase von Cdk9 den Mitose-Arrest auflöst und die Mitose fortschreiten lässt [99]. Auch 

kann eine Inhibition der SIRT2 Deacetylaseaktivität die Stabilität von Mikrotubuli beeinflussen 

und so starken zellulären Stress auslösen [100].  

Das nukleäre SIRT6 modifiziert Histon H3 durch Deacetylierung und moduliert dadurch unter 

anderem die Genexpression von HIF1α. Daraus folgt eine erhöhte Glukoseaufnahme in SIRT6-

defizienten Mäusen. Diese entwickeln sich zwar normal, doch sterben sie deutlich früher an 

einer Hypoglykämie und eignen sich somit auch als metabolisches Alterungsmodell [101]. Durch 

den Verlust von SIRT6 entsteht darüber hinaus eine hohe genomische Instabilität [102, 103].  

Auch SIRT7 interagiert mit Histonen. Durch Deacetylierung von Histon H3 ermöglicht es eine 

effizientere DNA-Rekrutierung von 53BP1, einem wichtigen Regulator der DNA-Reparatur, 

und kann so die Reparatur von DNA-Schäden verstärken [104]. In der Summe ist zu beobachten, 

dass diese Enzyme die Genomstabilität und die metabolische Homöostase der Zelle auf 

verschiedenste Weise regulieren können und zudem in die Regulation der Alterung wesentlich 

involviert sind. 
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5.4.3. Die mitochondrialen Sirtuine SIRT3, SIRT4 und SIRT5 

Mitochondriale Sirtuine sind besonders wichtig für die Substratmetabolisierung und 

Energiestatusregulation der Zelle. Hierbei besitzen SIRT3 und SIRT4 oft antagonistische 

Funktionen [105]. Dies betrifft z.B. die anaplerotischen Reaktionen des Zitratzyklus. Während 

SIRT3 die GDH, eines der zentralsten Proteine im mitochondrialen Stoffwechsel, welches 

L-Glutamat zu α-Ketoglutarat umwandelt, aktiviert [106], kann SIRT4 GDH inaktivieren [88]. 

Eine ähnliche Funktion haben SIRT3 und SIRT4 in der Regulation der Pyruvatdehydrogenase 

(PDH): SIRT3 deacetyliert die PDH-Untereinheit E1α 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-Aktivität inhibieren [108]. Im Falle des 

Diabetes Typ 2 ist die SIRT3-Proteinmenge in Pankreasinseln reduziert [109] und eine 

entsprechende Überexpression kann wieder zu einer verstärkten Insulinsekretion führen [110]. 

Wohingegen die SIRT4-Inaktivierung zu einer erhöhten Insulinsekretion führen 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 fördert die 

Überexpression von SIRT4 eine Zunahme der ROS-Produktion in Mitochondrien und reduziert 

deren Qualität, wie in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden konnte [82]. Es ist 

erwähnenswert, dass SIRT3 die wichtigste Deacetylase im Mitochondrium ist, und dass ein 

Knockout des Sirt3-Gens zu einer starken Zunahme von acetylierten, mitochondrial lokalisierten 

Proteinen führt [115].  

SIRT5 wurde als Deacetylase, Demalonylase, Deglutarylase und Desuccinylase beschrieben [85, 

116–118]. SIRT5 wird, wie auch SIRT3, durch die Aktivität von PGC-1α transkriptionell 

reguliert und bei Energiemangel nimmt dessen Expression zu [119–121]. Durch die Regulation 

von SIRT3 und SIRT5 kann PGC-1α 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 SIRT5 superoxide dismutase 1 

(SOD1) binden und den Succinyl-Rest abbauen. Diese Modifizierung erhöht die SOD1-

Aktivität, die die ROS-Produktion in der Zelle reduziert [123]. Zusammengefasst scheint, 

SIRT5, wie SIRT3, 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], während es mit dem PDH-Komplex eine Lipoamidase-

Aktivität 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]. Schließlich 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 zellulären Seneszenz und 

mitochondrialen Qualitätskontrolle 

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 über LSD1-Hemmung hochreguliert, so 

werden diese Zellen seneszent und verlieren die Stammzelleigenschaften [127]. Diese 

Beobachtung lässt 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 Mäusen [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 Überlebenswahrscheinlichkeit [128, 129]. 

Auch der Knockout des Sirt4-Gens äußert sich in der spontanen Bildung von Lungentumoren 

[130]. Entschprechend diesen Befunden fördert die Überexpression von SIRT4 im Darmkrebs, 

in dem die SIRT4-Menge signifikant reduziert ist, eine Reduktion der Proliferation, inhibiert 
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den Glutaminmetabolismus und erhöht in therapeutischer Kombination mit Glykolyse-

Inhibitoren die Zelltodrate [131]. 

Des Weiteren scheint SIRT4 einen Einfluss auf Form und Qualität der Mitochondrien zu haben 

[132]. Durch Hochregulation von SIRT4 werden die Mitochondrien stärker fusioniert und das 

Netzwerk statischer. Eine mögliche Funktion könnte durch eine SIRT4 abhängige Inhibierung 

der Drp1-Rekrutierung an der mitochondrialen Membran sein. Dies führt 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 Veränderung 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 könnte durch dessen Interaktion mit Komponenten der ATP-Synthase erklärt werden. 

Diese Interaktion wurde bereits in massenspektrometrischen Studien beobachtet [89]. Die 

Reduktion der Mitochondrienqualität und Funktion ist ein weiteres Kennzeichen der Alterung 

wobei SIRT4 die Mitochondrienqualität negativ reguliert und somit möglicherweise die 

Seneszenz und Alterung fördert. Diese putative Rolle von SIRT4 in der Alterung korreliert 

dabei mit dessen Funktion als metabolischer Tumorsuppressor. 

 

5.5. Zielsetzung 

Verschiedene Literaturbefunde ließen auf einen Zusammenhang zwischen der stressassoziierten 

Hochregulation des mitochondrialen Sirtuins und metabolischen Tumorsuppressors SIRT4 und 

dessen Funktion als möglicher Modulator der mitochondrialen Struktur und Funktion 

rückschließen. Es konnte gezeigt werden, dass SIRT4 durch extrinsische Noxen, wie z.B. UV-

Strahlung, induziert wird und anti-proliferativ wirkt, während die Expression von SIRT4 in 

Tumorzellen oft runterreguliert ist. Die stressassoziierte Regulation der SIRT4-Expression sowie 

die zelluläre und mitochondriale (evtl. auch extramitochondriale) Rolle von SIRT4 in der 

zellulären Seneszenz und Alterung waren zu Beginn dieser Arbeit unklar. Daher sollten in 

diesem Zusammenhang insbesondere die folgenden Fragen geklärt 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 erhöhte, stressinduzierte Expression von SIRT4 auf die 

mitochondriale Funktion und Qualitätskontrolle, und welche molekularen Mechanismen 

sind hierbei involviert? 

3. Hat SIRT4 neben seiner mitochondrialen Rolle möglicherweise auch eine 

extra-mitochondriale Funktion? Dieser Punkt sollte mit Hilfe einer 

massenspektrometrischen Analyse des zellulären SIRT4-Interaktoms geklärt werden. 

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

auf molekularer Ebene weitergehend charakterisiert werden.   

 

Die Bearbeitung dieser Punkte sollte zu einem besseren Verständnis der zellulären Funktion 

des Tumorsuppressors SIRT4 in der stressinduzierten Seneszenz und zellulären Alterung 

beitragen.  
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6. Manuskripte 

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-Hambüchen S, 

Graffmann N, Schneider M, Lindecke A, Brenden H, Felsner I, Ezzahoini H, Marini A, Weinhold 

S, Vierkotter A, Tigges J, Schmidt S, Stühler K, Köhrer 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 möglichen 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 zellulären 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 Phänotyp (SASP), auf 

die Expression nukleär-kodierter, mitochondrialer Gene und auf spezifische mitochondriale 

Funktionen und die mitochondriale Morphologie besitzt. Mithilfe der qPCR-Methode wurde die 

nach SIRT4-Hochregulation erniedrigte der Expression mitochondrialer Gene untersucht, 

welche die Integrität und Funktion der Mitochondrien stabilisieren. Dabei handelte es sich um 
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Cytochrom c (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 Interleukin-8 (IL-8), der Interleukine IL-6, IL-1α, IL-1β, 

des Interferons IFNγ sowie des vascular endothelial growth factor (VEGF) untersucht. Diese 

Komponenten des SASP stehen im Zusammenhang mit Seneszenz als Modulatoren der 

zellulären Umgebung. Durch diese wird in vivo unter anderem die Aktivität der Immunantwort, 

Migration von verschiedenen Zellen in das Gewebe und die Regulation der Versorgung mit 

Nährstoffen 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 veränderte sich. Diese nahmen hierbei mehr Fläche 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 Qualität in den Fokus gesetzt werden. 

 

Der Autor der vorliegenden Dissertation erarbeitete ca. 50% der Daten dieser Publikation. Dazu 

zählen 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 Mitochondrienqualität, mitochondriale ROS-

Produktion und mitochondriale Morphologie untersucht und ausgewertet. 
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6.1.2. Originalpublikation 
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6.2. SIRT4 interacts with OPA1 and regulates mitochondrial 

quality control and mitophagy 

 

Lang A, Anand R, Altinoluk-Hambüchen S, Ezzahoini H, Stefanski A, Iram A, Bergmann L, 

Urbach J, Böhler P, Hänsel J, Franke M, Stühler 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 Qualitätskontrolle weiterführend 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 Qualität der Mitochondrien beobachtet werden. Dabei nahm unter 

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

In dieser Arbeit zeigte die moderate Überexpression von wildtypischem SIRT4, jedoch nicht 

der enzymatisch inaktiven H161Y-Mutante oder der zytoplasmatischen Form ∆28N, eine 

deutliche Sensitivierung von Mitochondrien gegenüber mitochondrialem Stress. Die Behandlung 

der Zellen mit Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon (CCCP) erhöhte die mitochondriale 

ROS-Zunahme besonders stark in SIRT4-überexprimierenden 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-überexprimierenden 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 Abhängigkeit von 
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wildtypischen SIRT4 beobachtet werden. Ebenfalls zeigte die Überexpression von SIRT4 eine 

Reduktion des Sauerstoffverbrauchs in den Zellen. Dies ließ ebenfalls auf eine reduzierte 

mitochondriale Qualität schließen. Mithilfe von massenspektrometrischen Interaktionsanalysen 

konnte Optic atrophy protein 1 (OPA1) als Interaktionspartner von SIRT4 identifiziert werden, 

der für die Fusion von Mitochondrien wesentlich ist. Die SIRT4-OPA1-Interaktion wurde in 

Co-Immunpräzipitationsexperimenten validiert und hierbei eine Abhängigkeit der Interaktion 

von der katalytischen Aktivität von SIRT4 beobachtet. Morphologische Untersuchungen 

mithilfe der hochauflösenden spinning disk-Mikroskopie zeigten, dass die Überexpression von 

SIRT4 die Mitochondrienmasse in den Zellen deutlich ansteigen lässt und hierbei stärker 

verzweigte mitochondriale Netzwerke fördert. Unter basalen Bedingungen konnte in den Zellen 

eine größere Menge der aktiven, die Fusion von Mitochondrien fördernden L-OPA1-Form im 

Vergleich zur „inaktiven“ S-OPA1-Form nachgewiesen werden. Diese Beobachtung wurde in 

primären humanen Hautfibroblasten als Seneszenzmodell validiert, in welchem SIRT4 nach 

miR-15b-Inhibition oder ionisierender Bestrahlung (γIR) 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 ähnliche Veränderungen wie im SIRT4-Überexpressionsmodell in HEK293-

Zellen. Zusammengefasst beschreibt diese Publikation eine mögliche Reduktion der 

mitochondrialen Qualitätskontrolle 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-abhängige Inhibition der mitochondrialen 

Qualitätskontrolle könnte einen Effekt auf die zelluläre Seneszenz und Alterung haben. 

 

Der Autor der vorliegenden Dissertation erarbeitete ca. 90% der Befunde dieser Publikation. 

Alle Experimente wurden vom Autor durchgeführt und ausgewertet. Die Koautoren halfen bei 

der Durchführung komplexer Methoden wie der Massenspektrometrie und Respirometrie und 

unterstützten durch konstruktive Diskussion das Voranschreiten der Arbeit sowie die 

Zusammenstellung der Publikation.   
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6.3. Analyse des SIRT4-Proteininteraktoms in mitotischen 

HEK293-Zellen 

 

Lang A., Bergmann L., Altinoluk-Hambüchen S., Hänsel J., Iram A., Nakhaei-Rad S., Franke 

M., Stefanski A., Scheller J, Ahmadian MR., Stühler 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 unabhängigen Versuchsreihen analysiert. Basierend auf früheren Arbeiten wurde vermutet, 

dass SIRT4 eine putative extramitochondriale Lokalisation an den Zentrosomen (Spindelpolen) 

und dem Mikrotubuligerüst aufweist und daher eine mögliche Funktion in der Mitose einnimmt 

[1, 2]. Mittels live-cell-imaging konnte gezeigt werden, dass erhöhte Mengen von SIRT4 (nicht 

aber SIRT4-H161Y) die Dauer der mitotischen Zellteilung signifikant verlängern. SIRT4 scheint 

des Weiteren eine inhibitorische Wirkung auf den Übergang von der G2-Phase in die Mitose 

nach reversibler Inhibierung von CDK1 einzunehmen. Die Überexpression von SIRT4-eGFP 

verlängerte die Mitosephase in HEK293-Zellen. Insbesondere konnte eine Interaktion und 

subzelluläre Kolokalisation von SIRT4 mit Mikrotubuli beobachtet werden. Auf der Basis dieser 

Daten wurde die Analyse zwischen SIRT4 und dessen Interaktom mithilfe der 

Massenspektrometrie durchgeführt. Für die Analyse eines mitosespezifischen Interaktoms 

wurden daher SIRT4-überexprimierende HEK293-Zellen in der G2-Phase reversibel arretiert 

und danach in die Mitose entlassen. Die Interaktionsanalyse wurde durch eine 

Immunpräzipitation mithilfe von GFP single domain antibodies 45 Minuten nach Induktion der 

Mitose durchgeführt (Abb. 5). Da bis dato nur Interaktionen zwischen mitochondrialem SIRT4 

und anderen mitochondrialen Proteinen beschrieben wurden, wurde das gesamte zelluläre 

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

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 µM) über Nacht bei 
37 °C und 5% CO2 inkubiert und nach einem Mediumwechsel und weiteren 45 min Inkubation lysiert. 
Die Immunaufreinigung wurde wie in Kapitel 6.2 beschrieben durchgeführt. Die Messung und Analyse 
der Massenspektrometrie folgte nach Denaturierung und kurzer Auftrennung der Immunpräzipitate 
mittels SDS-PAGE und Silberfärbung. 

 

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).  
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Abb. 6: Übersicht über das SIRT4-Interaktom und dessen mögliche Interaktionen in verschiedenen 
biologischen Prozessen.  

Aus dem SIRT4-Interaktom wurde ein Netzwerk aus biologischen Prozessen erstellt. Die Farben wurden nach 
Prozessgruppen ausgewählt. 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, durchgeführt und verschiedene Proteine 

des Interaktoms im Westernblot detektiert. Interaktionen konnten zwischen SIRT4 und 

Bestandteilen der mitochondrialen ATP-Synthase-Untereinheit alpha (ATP5A1), der 

Abb. 7: SIRT4 interagiert mit 
verschiedenen Proteinen, die an der Mitose, 
ATP-Synthese oder mitochondrialen
Qualitätskontrolle beteiligt sind oder diese 
Prozesse regulieren.  

Die SIRT4-eGFP-Immunrpäzipitation (IP)

wurde mit Gesamtzelllysaten aus HEK293-

Linien durchgeführt, die stabil eGFP oder 

SIRT4-eGFP exprimieren. Hierzu wurden 

single-domain-antibodies genutzt, die gegen

eGFP gerichtet sind. Die IP wurde mit zwei 

mg Gesamtprotein durchgeführt und im 

Westernblot mit Antikörpern gegen das

enhanced green flurescent protein (eGFP, 

11814460001, Roche Molecular Systems), optic 

atrophy protein 1 (OPA1, generiert durch die 

Verwendung eines C-terminalen Peptids von 

OPA1 [5]), ATP synthase subunit alpha
(ATP5A1, 14676-1-AP, Proteintech), 

ADP/ATP translocase 2 (ANT2, E2B9D, Cell 

Signaling Technology), α-Tubulin (EP1332Y, 

Abcam), γ-Tubulin (T6557, Sigma Aldrich), 

gamma-tubulin complex component 2 (GCP2, 

GTX102281, GeneTex), cyclin-dependent 
kinase 1 (CDK1, 610037, BD Pharmigen) und 

Histone deacetylase 6 (HDAC6, SC 11420, 

Santa Cruz) analysiert. 
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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 α-Tubulin-deacetylierenden Protein Histone Deacetylase 6 (HDAC6), α-

Tubulin und γ-Tubulin, deren Regulator gamma-tubulin complex component 2 (GCP2) und 

der G2/Mitose-regulierenden Zellzykluskinase cyclin-dependent kinase 1 (CDK1) bestätigt 

werden (Abb. 7). Dies eröffnete insbesondere die Frage für weitergehende Untersuchungen, 

welche Funktionen SIRT4 in diesen extra-mitochondrialen biologischen Prozessen (Zellzyklus, 

Mitose) einnimmt.  

 

Diskussion 
 
Das in dieser Arbeit beschriebene SIRT4-Interaktom lässt neue putative Funktionen von SIRT4 

vermuten, die z. T. von dessen extramitochondrialer Lokalisation abhängig sein könnten (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 könnten. Zum anderen gibt es deutliche Hinweise darauf, dass SIRT4 eine 

extramitochondriale Funktion in der Mitose besitzen könnte [1, 2]). Das hier beschriebene 

SIRT4-Interaktom (Abb. 6 und Abb. 7) kann anhand der biologischen Aktivität in 

Funktionsgruppen unterteilt werden. Auf der einen Seite stehen die intramitochondrialen 

Aktivitäten, wie Regulation des Glutaminmetabolismus, mitochondriale Lokalisation und 

Organisation, tRNA-Aminoacylierung und natürlich die mitochondriale Atmungskette. Die 

extramitochondriale Seite besteht aus Prozessen wie die (De-)Polymerisierung von Tubulinen, 

die Interaktion mit Tubulinen und die Hitzeschock-Antwort.  

In früheren Studien wurde gezeigt, dass SIRT4 zwei Schlüsselenzyme in der Anaplerose des 

Zitratzyklus bzw. der zellulären Energiegewinnung inhibiert: die Glutamatdehydrogenase 

(GDH) [6] sowie die Pyruvatdehydrogenase (PDH) [7]. SIRT4 könnte auf diesem Wege durch 

Reduktion der Energieproduktion die Mitose der Zelle einschränken. In der vorliegenden Arbeit 

konnte in ersten Experimenten die Interaktion von SIRT4 mit dem GDH-Komplex bestätigt 

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 ATP5C1; 

Bestandteile des Komplex V der Atmungskette). Die negative Wirkung der SIRT4-

Überexpression auf die Atmungskette wurde bereits in Kapitel 6.2 beschrieben. Die Interaktion 

mit der ATP-Synthase wurde zwar bereits in früheren Studien beobachtet, jedoch bisher nicht 

analysiert ob ein Zusammenhang zwischen dieser Interaktion und einer möglichen 

physiologischen Dysfunktion existiert [9]. Die inhibierende Wirkung auf die Atmungskette, die 

ROS-Zunahme und die erhöhte Sensitivierung gegenüber dem Entkoppler CCCP könnten durch 

eine mögliche modulierende Funktion von SIRT4 auf diese biologischen Prozesse erklärt werden 

[10] (Kap. 6.2; [45]). Hierzu müssen jedoch weitere Studien durchgeführt werden. Im Gegensatz 

zu SIRT4 gibt es zu SIRT3 als Deacetylase bereits Beobachtungen bezüglich einer direkten 

regulierenden Funktion in der Atmungskette [9].  

Eine andere Möglichkeit zur Regulation der Zellzyklusprogression und Mitose besteht in der 

Modulation der mitochondrialen ROS-Mengen. Die Zunahme von ROS wird mit einem 

verstärkten Arrest des G2-M-Übergangs in Verbindung gebracht [11–13]. SIRT4 könnte auf zwei 

Wegen zur Zunahme von ROS beitragen: Zum einen könnte die Interaktion zwischen SIRT4 

und den Komplexen der Atmungskette in letzterer zu Fehlfunktionen führen, welche ein 

Auslöser für die Entstehung von mehr ROS sein könnten. Zum anderen kann eine erhöhte 

Expression von SIRT4 die mitochondriale Qualitätskontrolle/Mitophagie durch die 

Stabilisierung von L-OPA1 unterdrücken (Kapitel 6.2, [45]). Die fehlende Qualitätskontrolle 

fördert eine Zunahme geschädigter und fehlfunktionierender Mitochondrien, die mehr ROS 

produzieren. Geschädigte Mitochondrien sind ein Kennzeichen gealterter/seneszenter Zellen und 

können über die Zeit eine große inhibitorische Wirkung auf die Zellproliferation ausüben.  

Die Bereitstellung verschiedener tRNAs für die Translation erfordert einen Zwischenschritt, in 

welchem Aminoacyl-tRNA synthetisiert werden, d.h. tRNAs mit Aminosäuren beladen werden 

[14]. Die Möglichkeit, dass SIRT4 als Deacetylase die Translation in Mitochondrien durch die 

Regulation der tRNA-Synthese regulieren könnte, ist nicht auszuschließen [15]. In dieser Arbeit 
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konnte mithilfe der Massenspektrometrie eine SIRT4-Interaktion mit verschiedenen 

Aminosäuren-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-Immunpräzipitation 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 könnte auch durch eine Interaktion von SIRT4 mit Proteinen erklärt 

werden, die zum großen Teil außerhalb des Mitochondriums lokalisieren. Eines der 

interessantesten Beispiele hierfür ist die Histondecetylase 6 (HDAC6). Es ist in der Lage, α-

Tubulin zu deacetylieren und so die Stabilität der Mikrotubuli-Komplexe zu reduzieren [17, 18]. 

Eine Möglichkeit eine mitotische Funktion von SIRT4 zu erklären, wäre eine Inhibition der 

HDAC6-Aktivität durch SIRT4 und somit eine Stabilisierung von acetylierten Tubulinen. 

Dadurch könnte die Mitosedauer verlängert werden, da der Spindelapparat nicht flexibel genug 

wäre, um die Segregation der Chromosomen effizient zu ermöglichen. Einen ähnlichen Effekt 

hat ein Mikrotubuli-stabilisierendes Gift (Paclitaxel), welches durch Stabilisierung der 

Mikrotubuli in der Mitose entweder Seneszenz oder Apoptose in Zellen auslösen kann [19]. Es 

wäre daher sinnvoll posttranslationale Modifikationen von HDAC6 und verschiedener Tubuline 

bedingt durch eine Überexpression von SIRT4 während der Mitose zu untersuchen. Dabei wäre 

die Überexpression von SIRT4, der zytoplasmatischen Form SIRT4(∆28N) und ein SIRT4-

Knockdown mit shRNA ein möglicher Ansatz. Zwar gilt HDAC6 in den meisten Datenbanken 

als zytoplasmatische Deacetylase, doch gibt es vermehrt Studien, die eine Lokalisation dieses 

Proteins an Mitochondrien beobachten [20, 21]. Ebenfalls wurde HDAC6 in einer anderen 

massenspektrometrischen Studie, in der ausschließlich das Proteom isolierter Mitochondrien 

analysiert wurde, als Interaktor von SIRT4 identifiziert [7]. Des Weiteren nimmt HDAC6 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 würde die Qualität 

der Mitochondrien sinken und die Zellalterung zunehmen. Die ähnliche Wirkung von SIRT4 
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auf die Mitophagie konnte bereits durch die Stabilisierung von L-OPA1 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 großer Bedeutung 

für die Einleitung der Mitose [26]. Aufgrund der Tatsache, dass die enzymatische Funktion von 

SIRT4 entscheidend für dessen negative Wirkung auf die Mitose ist, sollten mögliche 

posttranslationale Modifikationen von CDK1 durch SIRT4 untersucht werden. Eine der 

auffälligsten Modifikationen ist die Acetylierung von CDK1 an mehreren Aminosäuren [24]. Da 

Sirtuine primär als Deacetylasen beschrieben sind, könnte auch CDK1 als Substrat für SIRT4 

dienen und so reguliert, möglicherweise inhibiert, werden. Die Tatsache, dass CDK1 ebenfalls 

in Mitochondrien nachgewiesen wurde, unterstreicht die Möglichkeit einer Interaktion mit 

SIRT4 [27, 28]. Das in den vorliegenden Untersuchungen relativ geringe Signal des 

interagierenden CDK1 vergleichen mit dem Signal des Inputs könnte darauf schließen 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 zellulären Hitzeschock-

Antwort und tragen zur korrekten Faltung von Proteinen oder andernfalls zu deren Abbau bei 

[29, 30]. Aber auch große Organellen wie Mitochondrien können 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 Qualität von Proteinen [33–35]. 

Die Dysfunktion dieser Qualitätssicherung der Proteinfaltung ist ebenfalls ein Kennzeichen der 

Alterung [36]. Daher könnte sich eine mögliche Deregulation der Chaperon-basierten 

Qualitätskontrolle von Proteinen durch SIRT4 alterungsfördernd auswirken (Kapitel 6.2). 

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Interaktion von SIRT4 mit verschiedenen Tubulinen, 

insbesondere α- und β-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. γ-Tubulin und gamma-tubulin complex component 2 und 3 (GCP2 
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und 3) [38]. Die Interaktion mit Tubulinen des zytoplasmatischen Transports könnte mit der 

Mitophagie zusammenhängen [39]. Tubuline, Lysindeacetylasen, wie HDAC6, und Sirtuine 

können in der Modulation des Mitochondrientransports und der Mitophagie als Regulatoren 

beobachtet werden [40, 41]. Die Inhibition von Deacetylasen, wie HDAC6 im Alzheimermodell 

und SIRT2 im Huntingtonmodell, wirkt sich protektiv auf die Zelle aus, indem der 

Mitochondrientransport mithilfe stabilisierter Tubuline stressresistenter wird [42, 43]. 

Interagiert SIRT4 mit HDAC6, so könnte dies in einem Komplex mit α-Tubulin der Fall sein 

[18]. Hierbei ist jedoch noch offen, welche dieser zellulären Funktionen durch die SIRT4-

Mikrotubuli-Achse primär reguliert werden.  

Die mögliche SIRT4-Interaktion mit Proteinen des Spindelpols ist ein interessanter 

Ansatzpunkt für eine erweiterte Analyse der Vorarbeiten im Labor [1, 2]. Diese zeigten neben 

der inhibitorischen Wirkung der SIRT4-Überexpression auf die Mitose auch eine 

korrespondierende Lokalisation von endogenem SIRT4 an den Zentrosomen und dem 

Spindelapparat. Hierfür könnten die SIRT4-Interaktoren α/β-Tubulin, γ-Tubulin, GCP2 und 

GCP3 von besonderer Bedeutung sein. Eine extramitochondriale Lokalisation von SIRT4 an 

Zentrosomen und Mikrotubuli könnte dadurch erklärt werden, dass SIRT4 durch eine 

Modifikation im Mitochondrium und somit einem Transport aus diesem heraus sekundär am 

Spindelpol lokalisiert und dort durch seine enzymatische Aktivität eine Destabilisierung der 

Mitose hervorruft [1]. Alternativ existiert in der Zelle eine ungleichmäßige „Verteilung“ von 

SIRT4 zwischen Mitochondrien und Spindelpolen. So könnte sich der größte Anteil in 

Mitochondrien befinden und nur ein kleiner Teil zu einem bestimmten Zeitpunkt im Zellzyklus 

an den Spindelpolen lokalisieren. Letzteres könnte sogar durch CDK1-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 durchgeführt und ausgewertet. Dabei halfen die 

Koautoren bei der Durchführung komplexer Methoden wie der Massenspektrometrie und 

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

C-Terminus 

 

Lang A., Bergmann L., Hänsel J., Iram A., Nouri K., Taha MS., Franke M., Altinoluk-

Hambüchen S., Stefanski A., Stühler K., Scheller J, Ahmadian MR., Piekorz RP. Manuskript 
in Vorbereitung. 

 

Zur Analyse der Langzeiteffekte von SIRT4 auf die mitochondriale Qualitätskontrolle wurden 

SIRT4-eGFP-exprimierende Zelllinien generiert (siehe Kapitel 6.2). In diesen Zellen konnte 

zwar eine Verlängerung der Mitose in Abhängigkeit der katalytischen Aktivität 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 könnte möglicherweise dadurch erklärt 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 Antikörpern, 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 Großteil von SIRT4 gerichteten Antikörper (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 lässt (Abb. 9).  
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Abb. 8: SIRT4-eGFP wird im Mitochondrium am C-Terminus gespalten. 

Die Detektion von SIRT4 ist mit Antikörpern von Santa Cruz (sc-135053) und Abcam (ab10140, erkennt nur 
den C-Terminus) im Westernblot in stabil transfizierten HEK293-Zellen durchgeführt worden. Die eGFP-
Detektion wurde mit einem Antikörper von Roche (11814460001, Roche Molecular Systems) durchgeführt. Es 
ist eine SIRT4-eGFP-Form von allen Antikörpern detektierbar. Das Fragment X, welches in Mitochondrien 
durch einen Schnitt im C-Terminus entsteht, wird jedoch nur vom eGFP- und dem SIRT4-Abcam-Antikörper 
detektiert. Fragment Y, welches den Gegenpart bildet, wird nur vom Antikörper 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 Primärantikörper (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-Hambüchen [1]. C: Verwendung aller drei 
Antikörper, die eine Kartierung des Fragments X ermöglichen. Die Ladekontrolle wurde mit einem Antikörper
gegen β-Actin (MAB1501, Millipore) sichergestellt. 



123 

 

 

Die SIRT4-Variante, der das mitochondriale Translokationssignal fehlt [SIRT4(∆28N)-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 

Primärantikörpern wurde im nächsten Schritt eine Immunaufreinigung mittels GFP single 

domain antibody durchgeführt. Mit einer Silbernitratfärbung wurden daraufhin alle mit eGFP 

interagierenden Peptide detektiert (Abb. 5). Der Gelbereich um 29 kDa wurde isoliert und 

mithilfe eines Trypsinverdaus und anschließender Massenspektrometrie analysiert. Die Analyse 

ergab eine nahezu vollständige Detektion der Sequenz des Proteins eGFP und eines Teils des 

C-Terminus von SIRT4 (Abb. 10).  

 

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 größer als GFP ist (Fragment X). Mithilfe der zellulären Fraktionierung von Zytoplasma (Zyto) 
und Mitochondrien (Mito) kann die Lokalisation von SIRT4-eGFP und des C-terminalen Fragments 
charakterisiert werden. SIRT4 wird unabhängig von dessen enzymatischer Aktivität prozessiert. Das 
Fragment fehlt allerdings in Zellen, die die zytoplasmatische Form von SIRT4 (∆28N) exprimieren. Das 
mitochondriale Protein LRP130 (sc-166178, Santa Cruz) wurde als Marker für die mitochondriale 
Fraktionierung verwendet.  
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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 α-Helices und β-Faltblätter. B: Darstellung der Oberflächenstruktur. C: 
Sequenz des mitochondrialen SIRT4. In Grün wird das SIRT4-Protein gezeigt. In Pink wird der C-
Terminus, der mit der Kartierung durch den SIRT4-Antikörper und der Detektion in der 
Massenspektrometrie charakterisiert wurde, dargestellt. In Rot ist die α-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 

α-Helix ermittelt, die an der Oberfläche des Proteins lokalisiert ist und ein wahrscheinliches 

Ziel für eine proteolytische Spaltung darstellen könnte (Abb. 10A und B). 

C 
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Diskussion 
 

Das Mitochondrium ist aufgrund seines kleinen Genoms nicht in der Lage, alle für seine 

Funktionen notwendigen Proteine zu kodieren. Zwar exprimieren Mitochondrien selbst 37 

eigene Gene, doch wird angenommen, dass sie in höherentwickelten 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, können diese in das Mitochondrium transportiert 

werden. Die MTS ist in der Regel eine 15–50 Aminosäuren-lange α-Helix, die nach dem 

Transport ins Mitochondrium entfernt wird [5, 6]. Komplexe Proteine mit hydrophoben 

Bereichen oder Aktivitäten, die im Zytoplasma unterdrückt 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 für Proteine, die 

über 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 ermöglichen. Proteine 

können an die äußere 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-abhängig 

ist, benötigt [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 erklärt 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]. Über diesen Weg 

werden inkorrekt gefaltete Proteine entsorgt. Die SIRT4-Interaktion mit verschiedenen 

Chaperonproteinen (Kapitel 6.3, Abb. 6) könnte auch auf einen regulatorischen Abbau von 

SIRT4 hindeuten. Dabei könnte das Fragments X durch Degradation des künstlichen 

Fusionsproteins SIRT4-eGFP entstehen. Entgegen dieser Theorie steht die Detektion des 

Fragments Y, die durch einen proteasomalen Abbau von SIRT4-eGFP nicht erklärt werden 

kann (Abb. 8).  

Eine weitere mögliche Erklärung für 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 

Aktivität 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 fördern kann [16, 

17]. Die Regulation der Mitophagie über 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 Erklärung für die biologische Funktion der C-terminalen Prozessierung 

von SIRT4 ist ein möglicher aktiver Export von prozessiertem SIRT4 aus dem Mitochondrium. 

Auch dieser ist bereits für andere Proteine beschrieben, bisher jedoch nicht für mitochondriale 

Sirtuine. Ein Beispiel ist das Protein Apocytochrom C, welches aus dem mitochondrialen 

Intermembranraum mithilfe des Komplexes TOM40 in das Zytoplasma gelangt [21, 22]. Es wird 

angenommen, dass bereits eine leichte Proteinfehlfaltung in Mitochondrien erkannt wird und 

dass das Protein durch den Rücktransport ins Zytoplasma entsorgt wird [23]. Besonders kleine 

Proteine sollen die Möglichkeit besitzen, effizienter über diesen Prozess hinaustransportiert zu 

werden. Dies könnte eine mögliche 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, könnte ein Transport von Fragment Y aus dem Mitochondrium möglich sein. 

Dadurch könnten die widersprüchlichen Befunde der Lokalisation von endogenem SIRT4 am 

Spindelpol und der fehlenden Detektion von SIRT4-eGFP am Spindelpol erklärt 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. In silico-Studien der 

SIRT4-Sequenz identifizieten keine bekannten Sequenzen, die von einer spezifischen Peptidase 

detektiert werden könnten. Doch sollte die spezifische Generierung von Fragment X und 

Fragment Y intensiver untersucht werden, um einen möglichen selektiven Abbau und/oder 

Transport von SIRT4 aus dem Mitochondrium weitergehend analysieren und die putative 

Lokalisation von SIRT4 am Spindelpol erklären zu können. 

 

 

Der Autor der vorliegenden Dissertation erarbeitete ca. 85% der Daten dieser Studie. Alle 

Experimente wurden durch den Autor durchgeführt und ausgewertet. Dabei halfen die Ko-

Autoren bei der Durchführung komplexer Methoden, wie der Massenspektrometrie von SIRT4 

und SIRT4-Framenten inkl. bioinformatischer Analyse und unterstützten 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 

zellulären 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, abhängig vom Organ und Zelltyp, 

unterschiedlich stark ausgeprägt. Zudem können alterungsindizierende Stressoren die 

Ausprägung und Intensität der Kennzeichen der Alterung modulieren [1]. Die Veränderung des 

SASP, welcher für die Modulation der Zellmatrix oder auch die parakrine Interaktion mit Zellen 

verantwortlich ist, kann je nach Stärke des Stressors unterschiedlich ausfallen [2]. Waldera-

Lupa et al. zeigten z. B., dass ionisierende Gammastrahlung einen stärker auf isolierte primäre 

Hautfibroblasten wirkt als „kontinuierliche“ Alterung durch proliferativen Stress. 

Der Startpunkt dieser Arbeit war die Beobachtung, dass die Expression von SIRT4 in 

verschiedenen Modellen der zellulären 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 

für eine Rolle der miR-15b-SIRT4-Achse in der Regulation der zellulären Seneszenz und 

Alterung. Diese zeigt sich insbesondere in der SIRT4-abhängigen Veränderung der 

mitochondrialen Morphologie hin zu einer Aggregation bzw. erhöhten 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], für eine Dysfunktion der Mitochondrien 

nach SIRT4-Expression. Schließlich konnte gezeigt werden, dass die veränderte Expression 

primär proinflammatorischer Zytokine (IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, INFγ) 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 ermöglichte 

ein moderates SIRT4-eGFP HEK293-Überexpressionsmodell die Analyse der langfristigen 

zellulären Wirkung von SIRT4. Die hier beobachteten Effekte der SIRT4-Überexpression 

(Reduktion des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs, Aggregation der Mitochondrien und 

Zunahme der mitochondrialen Masse) können wahrscheinlich nur bedingt durch die 

beschriebene Funktion von SIRT4 als Inhibitor der GDH [18], PDH [19] oder MCD [20, 21] 

erklärt werden, da nötige Knockout- und Knockdown-Experimente dieser Proteine nicht 

durchgeführt wurden. Zwar kann eine Inhibition dieser metabolischen Schlüsselenzyme eine 

Reduktion der Proliferation [22] oder der Atmungsaktivität [23] hervorrufen, jedoch nicht die 

nach SIRT4-Überexpression beobachteten Veränderungen der mitochondrialen Morphologie 

(Kapitel 6.2, [50]). Diese basierten eher auf der SIRT4-vermittelten Veränderung der 

Proteinmengen der aktiven und somit fusionsfördernden L-OPA1 (Zunahme), vs. der 

„inaktiven“ S-OPA1-Form [24, 25]. Co-Immunpräzipitationsstudien 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 

mögliche Modulation von OPA1 durch die enzymatische Aktivität von SIRT4 und somit 

Verzerrung des „Tauziehens“ in Richtung L-OPA1 und mitochondriale Fusion würde eine 

Reduktion der mitochondrialen Qualitätskontrolle (Mitophagie) zur Folge haben. 

Dementsprechend bewirkt die Überexpression von SIRT4-eGFP einen Anstieg der 

Mitochondrienmasse. Ein weiterer Hinweis auf eine reduzierte mitochondriale Qualität war die 

verstärkte Reaktion auf CCCP, einem Entkoppler der Atmungskette, in Form einer verstärkten 

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-Überexpression deutlich reduziert (Kapitel 6.2). Interessanterweise nahm die 

Menge der Mitochondrien mit Parkin-Markierung nach SIRT4-Überexpression zu, doch 

verglichen mit der Zunahme der Mitochondrienmasse nahm die Parkin-Lokalisation an 

Mitochondrien in der Gesamtheit ab (Kapitel 6.2, [50]). Diese Beobachtungen führten 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 Qualitätskontrolle 

(Mitophagie) hemmt und somit zu einer mitochondrialen Dysfunktion in der Zelle (d.h. 

Akkumulation defekter Mitochondrien) über die Zeit führt [27, 28].  

Eine erhöhte mitochondriale Dysfunktion in SIRT4-eGFP exprimierenden Zellen könnte die in 

dem hier vorgestellten SIRT4-Überexpressionsmodell auftretende Abnahme der Leistung der 

Atmungskette erklären. Dies kann unter anderem mit der Reduktion der mitochondrialen 

Qualitätskontrolle zusammenhängen, 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 stärkere Vernetzung dieser im Alter beobachten [32]. 

Eine Reduktion in der Funktion der mitochondrialen Atmungskette, wie bei SIRT4-

Überexpression (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 Knockdown-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 

möglicher 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 Möglichkeit besteht, dass 

SIRT4 als Enzym Komplexe der Atmungskette modifizieren und so in ihrer Funktion regulieren, 

d.h. inhibieren, könnte. Diese Annahme wird indirekt durch die Beobachtung verstärkt, dass 

die Expression der zytoplasmatischen Mutante von SIRT4 (∆28N), die eine dominant negative 

Wirkung auf die Lokalisation von SIRT4 in Mitochondrien haben könnte, eine Zunahme des 

Sauerstoffverbrauchs in der Zelle zeigt. Ähnliche Effekte konnten auch in Knockout-Modellen 

von SIRT4 beobachtet werden [33]. Neben der negativen Regulation der mitochondrialen 

Qualitätskontrolle/Mitophagie durch SIRT4, würde die SIRT4-vermittelte Inhibition 

verschiedener Komplexe der Atmungskette „schneller wirken“ und könnte so die Reduktion der 

mitochondrialen Qualität und die rasche Zunahme von mitochondrialem ROS im 

experimentellen miR-15b-SIRT4-Modell erklären (Kapitel 6.1; Kapitel 6.2). 
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Die SIRT4-Interaktion mit verschiedenen tRNA-Ligasen (Kapitel 6.3, Abb. 6) im 

Mitochondrium könnte 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 Aminosäurensynthese in Mitochondrien reduziert die 

Qualität der Mitochondrien und induziert Neuropathien [35, 36] und Encephalomyopathien [37]. 

Somit könnte die SIRT4-vermittelte Inhibition von mitochondrialen tRNA-Ligasen negative 

Effekte der Alterung über eine mitochondriale Dysfunktion erklären.  

Die Interaktion von SIRT4 mit Chaperonen und Teilen des Proteasoms, die eine wichtige 

Funktion in der Regulation der Proteomqualität besitzen [38], kann in zwei Hypothesen 

zusammengefasst werden: Zum einen könnte SIRT4 bei Überexpression durch das Proteasom 

gezielt abgebaut werden, da eine große Menge des Proteins schädlich für die Zelle ist, zum 

anderen könnte SIRT4 mit Chaperonen interagieren, diese modifizieren und dadurch deren 

Aktivität beeinflussen. Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass Chaperone durch Modifikationen, 

wie Acetylierung und Phosphorylierung aktiviert oder inaktiviert werden können [39–41]. Die 

Funktion von Chaperonen ist für die Qualitätssicherung von Proteinen von großer Bedeutung. 

Diese Qualitätssicherung 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 wäre als 

Regulator nicht unwahrscheinlich und die Modulation von Chaperonen könnte 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 

verlängert [44, 45]. Die Lokalisation von endogenem SIRT4 an den Zentrosomen war ein 

weiteres Indiz für eine mögliche Regulation der mitotischen Mikrotubulidynamik durch SIRT4. 

Im Gegensatz dazu konnte SIRT4-eGFP jedoch nicht an den Spindelpolen detektiert werden. 

Diese unterschiedlichen Beobachtungen können durch zwei Hypothesen erklärt werden. Zum 

einen könnte SIRT4 zum großen Teil in Mitochondrien vorliegen und extramitochondrial nur 

in geringen Mengen und auch nur zu bestimmten Zeitpunkten an den Spindelpolen lokalisieren. 

Diese Hypothese müsste mit Hilfe eines N-terminal markierten SIRT4-Konstruktes (z.B. Flag-

SIRT4(∆28N)), das nicht in Mitochondrien translozieren kann, untersucht werden. Zum 
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anderen könnte SIRT4 nach der Translation ins Mitochondrium gelangen und dort proteolytisch 

gespalten werden. Es könnte 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. Für diese Theorie 

spricht, dass ein C-terminales SIRT4-Fragment nur in Mitochondrien detektiert werden kann 

(Abb. 9). Wird diese Hypothese auf SIRT4-eGFP übertragen, so würde dieses möglicherweise 

das fehlende GFP-Signal am Spindelpol erklären. Ein entsprechendes C-terminales Fragment 

konnte in Mitochondrien charakterisiert werden (Abb. 8, Abb. 9). Mithilfe der 

Massenspektrometrie wurde hierbei eine putative α-Helix definiert, an der die C-terminale 

proteolytische Prozessierung von SIRT4 stattfinden könnte (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 könnte über einen inhibierenden Einfluss von SIRT4 auf diese 

Interaktoren erklärt werden. Die zeitlich und räumlich korrekte Organisation der Spindelpole 

ist entscheidend für die Mitose [46, 47] und die Interaktion zwischen SIRT4 und Proteinen wie 

γ-Tubulin, GCP2 und GCP3 (Abb. 6) könnten die Stabilisierung und Dynamik der Mikrotubuli 

am Spindelpol in der Mitose entscheidend beeinflussen [48, 49].  
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Abb. 11: Zusammenfassende Darstellung einer möglichen 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 könnte die Induktion der Alterung durch SIRT4 mithilfe 
verschiedener Interaktoren von SIRT4 beschrieben werden, die die mitochondriale Funktion, 
mitochondriale Qualität, ROS-Produktion oder Mitose regulieren. 

 

 

Die Effekte der SIRT4-Überexpression zeigen, dass SIRT4 mit verschiedenen Aspekten der 

zellulären Alterung assoziiert ist. Dabei sollten die verschiedenen Kennzeichen der Alterung 

nicht unabhängig voneinander betrachtet werden. Es ist wichtig zu betonen, dass viele dieser 

beobachtbaren Effekte zusammenhängend und dass mitochondriales SIRT4, ein metabolischer 

Tumorsuppressor, als Teil des alterungsorganisierenden Systems betrachtet werden können. 

Dabei könnte 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 Möglichkeit, dass SIRT4 die Qualität der Proteine durch Regulation 

von Chaperonen oder die Zellteilung durch Translokation aus dem Mitochondrium und 

darauffolgende Interaktion mit Proteinen im Zentrum des Spindelapparats moduliert, fügt sich 

in die Theorie der verschiedenen Kennzeichen der Alterung ein. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 
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AARS2:   Alanine-tRNA ligase 

ACAD9:   Acyl-CoA dehydrogenase family member 9 

Acetyl-CoA:   Acetyl-Coenzym A 

AIFM1:   apoptosis-inducing factor 1 

AMPK    5'-AMP-activated protein kinase catalytic subunit alpha 

ANT2 / SLC25A5:  ADP/ATP Translokase 2 

AS:    Aminosäure 

ATG:    Autophagy-related gene 

ATP5A1:   ATP-synthase-subunit alpha 

BafA1:    Bafilomycin A1 

BAG2:    BAG family molecular chaperone regulator 2 

BCL2:    B-cell leukemia/lymphoma 2 

BNIP3:    Bcl2/adenovirus E1B 19 kDa-interacting protein 3 

BNIP3L:   Bcl2/adenovirus E1B 19 kDa-interacting protein 3 like 

CCCP:    Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon 

CDK:    Cyclin-dependent-kinase 

CLPB:    Caseinolytic peptidase B protein homolog 

CPS1:    Carbamoyl phosphate synthetase 1 

CTD:    C-terminale Domäne 

CTPS1:   CTP synthase 1 

CytC:    Cytochrom c 

DARS2:   Aspartate-tRNA ligase 

DGCR8:   Microprocessor complex subunit DGCR8 

DLAT:    PDH-subunit E2 
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DNA:    Deoxyribonucleic acid 

DNAJA:   DnaJ homolog subfamily A member 

DNAJC10:   DnaJ homolog subfamily C member 10 

DROSHA:   Ribonuclease 3 

DRP1:    Dynamin-1-like protein 

ETC:    Electron transport chain 

ETS:    Electron transport system capacity 

FARSA:   Phenylalanine-tRNA ligase alpha subunit 

FUDNC1:    FUN14 domain-containing 1 

GCP:    Gamma-tubulin complex component 

GDH:    Glutamatdehydrogenase 

Gst:    Glutathione S-transferase 

HDAC6:   Histondeacetylase 6 

HNRNPF:   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 

HS71B:   Heat shock 70 kDa protein 1B  

HSPA:    Heat shock 70 kDa protein 

IARS2:    Isoleucine-tRNA ligase 

IL-6:    Interleukin-6 

IL-8:    Interleukin-8 

IL-1α:    Interleukin-1α 

IL-1β:    Interleukin-1β 

LIR:    LC3-interacting region 

LPCAT1:   Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1 

LSD1:    Lysin-spezifische Histon-Demethylase 1A 

MARS:    Methionine-tRNA ligase  

MCCA:   Methylcrotonyl-CoA carboxylase A 

MCD:    Malonyl-CoA-Decarboxylase 

MFN:    Mitofusin 

miR-15b:   MikroRNA-15b 
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miRNA:   MikroRNA 

Mitophagie:   Mitochondrienspezifischen Autophagie 

MKK4:    Mitogen-activated protein kinase kinase 4 

mRNA:   Messenger ribonucleic acid  

MRPL37:   39S ribosomal protein L37 

MTHFD2: Bifunctional methylenetetrahydrofolate 
dehydrogenase/cyclohydrolase 

MTS:    Mitochondriales Translokationssignal 

NDUFS:   NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 

NEFL:    Neurofilament light polypeptide 

NELF:    Negative elongation factor 

NRF1:    Nuclear respiratory factor 1 

NUP43:   Nucleoporin 43 

OAT:    Ornithine aminotransferase  

OPA1:    Optic atrophy protein 1 

PDH:    Pyruvatdehydrogenase 
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PSMC2:   26S proteasome regulatory subunit 7 

PSMD2:   26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 
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qPCR:    quantitative polymerase chain reaction 

RACK1:   Receptor of activated protein C kinase 1 

RISC:    RNA induced silencing complex 
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ROS:    Reactive oxygen species 

RPS3:    40S ribosomal protein S3 

SASP:    Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phänotyp 

SDHA:    Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit 
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SIRT(1-7):   Sirtuin(1-7) 

SOD:    Superoxide dismutase 

SYAM:    Alanine-tRNA ligase 

SYDM:    Aspartate-tRNA ligase 

TARS2:   Threonine-tRNA ligase 

TCP1:    T-complex protein 1 subunit alpha 

TELO2:   Telomere length regulation protein TEL2 homolog 

TERT:    Telomerase reverse transcriptase 

TFAM:   Mitochondrialen Transkriptionsfaktor A 

TIMM50: Mitochondrial import inner membrane translocase subunit 
TIM50 

TOMM70:   Mitochondrial import receptor subunit TOM70 

TUBA:    Tubulin α 

TUBB:    Tubulin β 

TUFM:   Elongation factor Tu 

UGGT1:   UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 1  

VEGF:    Vascular endothelial growth factor 

VIM:    Vimentin 

∆Ψm:    Mitochondrial membrane potential 

γIR:    Ionising γ-radiaton  
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