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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Sirtuin SIRT4 fungiert {iber verschiedene NAD"-abhiingige enzymatische Aktivititen in
der Kontrolle von zellulirem Metabolismus und mitochondrialer Dynamik. In der Regulation
der Autophagie nimmt SIRT4 sowohl eine aktivierende als auch eine inhibitorische Rolle ein.
In diesem Zusammenhang ist die Funktion von SIRT4 in der Hypoxie- oder
CoCly/(Pseudohypoxie)-induzierten Autophagie jedoch bislang unverstanden. Daher wurde in
dieser Arbeit die Rolle von SIRT4 und seiner enzymatisch inaktiven, potenziell dominant-
negativ wirkenden Mutante SIRT4(H161Y) auf die CoClz-induzierte Autophagie
charakterisiert. FEin besonderer Fokus wurde dabei auf den Einfluss der SIRT4-
Interaktionspartner und Autophagie-Regulatoren Histondeacetylase 6 (HDAC 6) und Optic
atrophy 1 (OPA1) gelegt.

Die erhobenen Befunde zeigten, dass der Anstieg des autophagic flux (Microtubule-associated
protein 1B-light chain 3 (LC3B-II)-Zunahme) nach CoCl,-Behandlung spezifisch in
SIRT4(H161Y)-exprimierenden Zellen stark reduziert war. Dies ging einher mit deutlich
erhohten HDAC6- und OPA1-L-Proteinmengen. Die daraufhin erfolgte pharmakologische
Inhibition der putativen SIRT4-Effektoren HDAC6 und OPA1l mittels Tubacin
beziehungsweise MYLS22 konnte jedoch die LC3B-II-Zunahme in SIRT4(H161Y)-
exprimierenden HEK293-Zellen nach CoClz-Behandlung nicht wiederherstellen. Des Weiteren
wurde durch den Einsatz von Bafilomycin A1, einem Inhibitor der Autophagosom-Lysosom-
Fusion, ein beschleunigter autophagolysosomaler Abbau von LC3B-II in CoCl,-behandelten,
SIRT4(H161Y)-exprimierenden =~ HEK293-Zellen  ausgeschlossen.  Dagegen  wurde
tiberraschenderweise eine Stabilisierung der Phosphorylierung von Unc-51 like autophagy
activating kinase (ULK1) an den Serinpositionen 638 und 758 in SIRT4(H161Y)-
exprimierenden HEK293-Zellen nach CoCl,-Behandlung beobachtet. ULK 1 spielt hierbei eine
regulatorische Schliisselrolle in der frilhen Phase/Initiation der Autophagie, die durch
Phosphorylierung an Serin 638 und 758 gehemmt wird. Zusammenfassend lassen die in dieser
Arbeit erhobenen Befunde vermuten, dass (i) SIRT4(H161Y) unter Pseudohypoxie dominant-
negativ auf den autophagic flux/LC3B-I1-Zunahme wirkt, (i1) dies unabhéngig von den SIRT4-
Interaktoren HDAC6 und OPAI erfolgt, (iii) eine erhOhte Autophagierate nicht fiir die
erniedrigten LC3B-II-Mengen verantwortlich ist und schlieBlich (iv) SIRT4(H161Y) bei
Pseudohypoxie die Phosphorylierung von ULK1 an Serin 638 und 758 stabilisiert. Aufgrund
dieser Befunde und der anscheinend dominant-negativen Wirkung von SIRT4(H161Y) ist zu
vermuten, dass SIRT4 unter Stressbedingungen die frithe Autophagiephase/Bildung von

LC3B-II iiber die Modulation der ULK 1-Aktivierung reguliert.
I



Summary

Summary

The sirtuin SIRT4 functions via various NAD-dependent enzymatic activities in the control of
cellular metabolism and mitochondrial dynamics. SIRT4 plays both an activating and an
inhibitory role in the regulation of autophagy. However, the function of SIRT4 in hypoxia- or
CoCly/(pseudohypoxia)-induced autophagy is not understood. Therefore, in this study, the role
of SIRT4 and its enzymatically inactive, potentially dominant-negative mutant SIRT4(H161Y)
on CoClz-induced autophagy was characterized. Particular focus was placed on the influence
of the SIRT4 interaction partners and autophagy regulators histone deacetylase 6 (HDAC6) and
optic atrophy 1 (OPA1).

The findings showed that the increase in autophagic flux (microtubule-associated protein 1B-
light chain 3 (LC3B-II) increase) after CoCl, treatment is significantly reduced specifically in
SIRT4(H161Y)-expressing HEK293 cells, accompanied by significantly increased HDAC6
and OPAI1-L protein levels. However, subsequent pharmacological inhibition of the putative
SIRT4 effectors HDAC6 and OPA1 using tubacin and MYLS22, respectively, failed to restore
the LC3B-Il-increase in SIRT4(H161Y)-expressing HEK293 cells after CoCl, treatment.
Furthermore, the use of bafilomycin A1, an inhibitor of autophagosome-lysosome fusion, ruled
out an accelerated autophagolysosomal degradation of LC3B-II in CoCl-treated,
SIRT4(H161Y)-expressing HEK293 cells. Surprisingly, however, stabilization of the
phosphorylation of Unc-51-like autophagy-activating kinase (ULK1) at serine positions 638
and 758 was observed in SIRT4(H161Y)-expressing HEK293 cells after CoCl, treatment.
ULKI plays a key regulatory role in the early phase/initiation of autophagy, which is inhibited
by phosphorylation at serine 638 and 758. Taken together, the findings obtained in this study
suggest that (i) SIRT4(H161Y) has a dominant-negative effect on autophagic flux/LC3B-II
increase under pseudohypoxia, (i1) this occurs independently of the SIRT4 interactors HDAC6
and OPAI1, (ii1) an increased autophagy rate is not responsible for the observed decreased
LC3B-II levels, and finally (iv) SIRT4(H161Y) stabilizes the inhibitory phosphorylation of
ULKI1 at serine 638 and 758 during pseudohypoxia. Based on these findings and the apparent
dominant-negative effect of SIRT4(H161Y), it can be assumed that SIRT4 regulates the early
autophagy phase/formation of LC3B-II under stress conditions by modulating ULKI1

activation.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Autophagie
1.1.1 Autophagie und deren Regulation

Der Begriff Autophagie wurde erstmals 1963 von Christian de Duve beschrieben [1, 2].
Autophagie bedeutet, abgeleitet aus dem Griechischen fiir auto (selbst) und phagie (essen), eine
Verdauung von zelluldren Bestandteilen [3]. Durch die Autophagie gelangen Organellen und
intrazellulire Bestandteile zum Lysosom, wo sie abgebaut und spiter zum Teil
wiederverwendet werden konnen [4]. Beispielsweise konnen Aminosduren, die durch den
Abbau von Proteinen entstehen, zur Energiegewinnung genutzt werden [5]. Die Autophagie ist
ein wichtiger Prozess, um die innere Homoostase fiir die Anpassung an sich dndernde dullere
Einfliisse wie Néhrstoffmangel sowie zu der Beseitigung von Pathogenen aufrechtzuerhalten
[3, 4]. Unter basalen Bedingungen ist die Autophagie gering. Erst unter Stressbedingungen
beispielsweise in Form eines Nahrstoffmangels, unter Hypoxie sowie bei Infektionen und
Entziindungen kommt es zu einem Anstieg der Autophagie [4, 5]. Dahingegen ist sie bei
Krebserkrankungen, neurodegenerativen Erkrankungen und Alterungsprozessen supprimiert
[4, 5]. Je nach Art der zu degradierenden Stoffe wird differenziert zwischen der allgemeinen
Autophagie, bei welcher unselektiv zytoplasmatische Komponenten abgebaut werden und der
selektiven Autophagie, bei welcher spezifische Substrate abgebaut werden [6]. Die allgemeine
Autophagie erfolgt insbesondere bei einem Nihrstoffmangel. Dabei werden Proteine unselektiv
abgebaut, um die Zelle mit metabolisch wichtigen Substraten zu versorgen und somit das
Uberleben der Zelle zu sichern [6, 7]. Die selektive Autophagie hingegen ist zielgerichtet. Es
werden auf spezifische Stimuli zum Beispiel lediglich Mitochondrien abgebaut (Mitophagie),
oder nur Ribosomen degradiert (Ribophagie). Weiterhin gelten der Abbau von Lipiden
(Lipophagie) oder der Abbau von Bakterien und Viren (Xenophagie) als selektive Formen der
Autophagie [7]. Die Autophagie wiederum kann differenziert werden in die Mikroautophagie,
die Chaperon-vermittelte Autophagie sowie in die Makroautophagie (Abb. 1), welche die am
besten erforschte Autophagieform darstellt [7].

Die Makroautophagie wird im Folgenden aus Griinden der besseren Lesbarkeit lediglich als
Autophagie bezeichnet. Sie beruht auf der Bildung eines Autophagosoms, einem
doppelmembranigen Organell [8]. Zunéchst bildet sich dafiir eine Isolierungsmembran, welche
aus dem endoplasmatischen Retikulum geformt werden kann [8]. Als weitere mogliche
Herkunft der Isolierungsmembran werden sowohl die dulere Membran von Mitochondrien bei
Nahrstoffmangel [9, 10] als auch die Plasmamembran [11] und der Golgi-Apparat [12]

diskutiert. Die Isolierungsmembran verldngert und schlieft sich, dadurch entsteht das
1
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Autophagosom [13]. SchlieBlich kommt es zur Fusion der duleren Autophagosomenmembran
mit dem Lysosom. Dieses enthdlt Enzyme, die fiir den Abbau der umschlossenen Substanzen

sowie der inneren Autophagosomenmembran bendtigt werden [5, 14] (Abb. 1).

Lysosom

Isolierungsmembran Autophagosom Autophagolysosom

"y )
‘-'}#) cﬂré'} ‘:" 4
gl -yl g
< ik LA
AT T L
Sl CoLla 'y AT
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Abb. 1: Darstellung der Makroautophagie.

Schematische Darstellung des Ablaufs der Makroautophagie. Zu degradierende Substanzen werden von
der Isolierungsmembran umschlossen. Nach Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom werden die
Substanzen durch lysosomale Enzyme degradiert. Die Abbildung wurde mit biorender.com erstellt und
modifiziert nach: Okamoto, 2014 [7].

Die Regulation der Autophagie erfolgt durch Proteinkinasen. Ein maBgeblicher Regulator der
Autophagie ist mammalian target of rapamycin complex (mTORC), eine Serin-Threonin-
Kinase, welche bei ndhrstoffreichen Bedingungen die Autophagie hemmt [15]. Dies geschieht
durch die Inhibition von Unc-51 like autophagy activating kinase 1 (ULK1) durch
Phosphorylierung an dessen Serin 757 in murinen Zellen und Serin 758 in humanen Zellen,
sowie an Serin 638 [15-20]. Gesteuert wird die Regulation der Autophagie unter anderem durch
die Aminosduren- und Néhrstoffverfligbarkeit [21]. Bei Verfiigbarkeit von Aminosduren ist
mTORCI1 an das Lysosom gebunden, zusammen mit dem Rat Sarcoma (Ras)-verwandten
Guanosintriphosphat-bindenden Protein (Rag GTPase) und dem Regulatorkomplex [22]. Bei
einem Mangel an Aminoséduren dissoziiert mMTORC1 vom Lysosom ab, wodurch die mTORC1-
vermittelte Inhibition von ULK1 entféllt und die Autophagie initiiert wird [22]. Zusétzliche
Faktoren, die die Initiation der Autophagie beeinflussen, sind ein Mangel an Glucose oder
Adenosintriphosphat (ATP). Infolgedessen wird die Adenosinmonophosphat-aktivierte-
Proteinkinase (AMPK) aktiviert, die intrazelluldres Adenosinmonophosphat (AMP) erkennt.
AMPK aktiviert liber eine Phosphorylierung der ULK 1-Serinpositionen 317, 638 und 777 den
ULK1-Komplex, was zur Initiation der Autophagie fiihrt [16, 20, 23]. Diese Aktivierung von
ULK1 wird unter hohem Nihrstoffangebot durch eine Phosphorylierung an Serin 638 und Serin
758 durch mTORCI verhindert [20, 23]. AMPK kann die Autophagie ebenfalls indirekt durch

die Inhibition von mTOR induzieren. Dies erfolgt liber Tuberous sclerosis complex
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(TSC1/TSC2), welcher Ras homologue enriched in brain (Rheb) inhibiert und somit mTORC1
inaktiviert, was wiederum die Autophagie aktiviert [16, 22]. Im Gegensatz dazu hemmt die
Aktivierung des Insulinrezeptors durch die Bindung von [Insulin growth factor-1 die
Autophagie iiber die Aktivierung von Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) Klasse 1. Letztere
aktiviert die Proteinkinase B (AKT). Der TSC1/TSC2-Komplex wird inhibiert, wodurch Rheb
und mTORCI aktiv bleiben und demzufolge die Autophagie hemmen [22, 24, 25].
Pharmakologisch kann iiber die Inhibition von mTORCI1 durch Rapamycin die Autophagie
auch unter nihrstoffreichen Bedingungen aktiviert werden [17, 26]. Nach der Aktivierung von
ULK1 erfolgt die Phosphorylierung der Autophagie regulierenden Protease 13 (ATG13) und
focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 kDa (FIP200) [17]. Es entsteht ein
ULKI1-Komplex, bestehend aus ULK1, ATG13, FIP200 und ATG101 [27]. Durch den ULK1-
Komplex, welcher an der Isolierungsmembran lokalisiert ist, wird die Autophagie initiiert [28,
29]. Weiterhin wird durch den Nahrstoffmangel und den ULK1-Komplex der PI3K-Komplex
Klasse III aktiviert, welcher sich aus Beclin-1, vacuolar protein sorting 15 (Vps15) und Vps34
zusammensetzt. An den PI3K-Komplex der Klasse III konnen weitere Proteine binden, welche
die Autophagie stimulieren — beispielsweise ATG14 [30, 31] und activating molecule in Beclin
I-regulated autophagy (Ambral) [16]. Der PI3K-Komplex Klasse III bindet iiber das
myristoylierte Vps15 an die Isolierungsmembran. Dadurch kann die Nukleation erfolgen [32]

und Phosphatidylinositol-3-phosphat (PI3P) gebildet werden [21, 33] (Abb. 2).

Insulinrezeptor
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AMPK mTORCT Beclin-1
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Initiation Nukleation

Abb. 2: Initiation der Autophagie und Nukleation der Isolierungsmembran.
Initiation der Autophagie iiber einen durch die Aktivierung des Insulinrezeptors und der Proteinkinase
B (AKT) vermittelten Signalweg. AnschlieBend folgt die Inhibition von mammalian target of rapamycin
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complex (mTORC1) und Aktivierung von Unc-51 like autophagy activating kinase 1 (ULK1). Zudem
ist der Prozess der Nukleation dargestellt. Ambral: activating molecule in Beclin [-regulated
autophagy, ATG: Autophagie regulierende Protease, AMPK: Adenosinmonophosphat-aktivierte-
Proteinkinase, ATP: Adenosintriphosphat, FIP200: focal adhesion kinase family-interacting protein of
200 kDa, Rheb: von Ras homologue enriched in brain, TSC: Tuberous sclerosis complex, Vps: vacuolar
protein sorting. Die Abbildung wurde mit biorender.com erstellt und modifiziert nach: Zhang, 2015 [21]
und Dodson et al., 2013 [16]. Hinsichtlich weiterer Erklarungen wird auf den Text verwiesen.

PI3P ist in groBen Mengen in der Isolierungsmembran enthalten und wird von WD repeat
domain phosphoinositide-interacting protein (WIPI) erkannt. Letzteres kontrolliert die
Lokalisation von ATG9, welches mafgeblich an der Autophagosomenbildung beteiligt ist [21].
WIPI2b rekrutiert ATG16L1 des ATG12-ATG5-ATGI16L1-Komplexes [34]. Eine zentrale
Rolle spielt zudem ATG2, das Lipide wie Phosphatidylethanolamin (PE) sowie PE-konjugierte
Proteine — darunter das Gamma-Aminobuttersdure-Rezeptor-assoziierte Protein Microtubule-
associated protein 1B-light chain 3 (LC3) — transportiert. Dieser Transport erfolgt vom
endoplasmatischen Retikulum zum Autophagosom und ist relevant fiir dessen Elongation [35,
36]. Zudem ist die Bindung von ATG2 an ATG9, welche den Lipidaustausch innerhalb der
Doppelmembran des Autophagosoms bewirkt, essenziell fiir den Lipidtransport [37]. Dieser
wird zusétzlich durch die Interaktion von ATG2 mit WIPI4 begiinstigt [38, 39].

Fiir die Ausbildung des Autophagosoms und die Konjugation von LC3 an PE und ATG12 an
ATGS sind zwei Ubiquitin-dhnliche Konjugationssysteme von Bedeutung [34, 40]. Der
ATGI2-ATG5-ATG16L1-Komplex ist essenziell fiir die Verldngerung der
Isolierungsmembran. Fiir dessen Bildung wird zundchst ATG12 — das C-terminal ein Glycin
enthdlt — durch ATG7, ein Enzym mit El-dhnlicher Funktion, aktiviert. ATGI12 wird
anschlielend auf ATG10 tibertragen, welches als E2-dhnliches Enzym wirkt. Zuletzt wird es
an ATGS konjugiert [21, 41, 42]. ATG12-ATGS bindet an ATGI16L1, welches an die
Isolierungsmembran  bindet [41-43]. Der ATGI2-ATG5-ATG16L1-Komplex ist
hauptsédchlich an der AuBBenseite der Membran lokalisiert und dissoziiert von der Membran ab,
bevor das Autophagosom vollstindig gebildet ist [41, 42] (Abb. 3). Im Rahmen des zweiten
ubiquitin-dhnlichen Konjugationssystems wird zunéchst das C-terminale Arginin von LC3B
durch die Cystein-Protease ATG4 abgespalten, sodass ein Glycinrest am C-terminalen Ende
verbleibt. [21, 44, 45]. Das prozessierte LC3B-I entsteht. LC3B-I wird nun durch eine ATP-
abhiingige Ubertragung auf ATG7 konjugiert. Dabei bildet sich ein Thioesterintermediat aus
ATG7 und LC3B-I. Das fiihrt dazu, dass LC3B-I nun ein Thioesterintermediat mit dem E2-
dhnlichen Enzym ATG3 bilden kann. SchlieBlich erfolgt eine Konjugation der C-terminalen
Carboxylgruppe von LC3B-I an die Aminogruppe des PE durch das E3-dhnliche Enzym
ATGI12-ATG5-ATG16L1-Komplex. Dadurch entsteht LC3B-II, welches fiir die Elongation
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und das SchlieBen der Membran relevant ist [21, 44] (Abb. 3).

LC3B-II kann schlieBlich durch ATG4 wieder in LC3B-I umgewandelt werden, indem die
Bindung zwischen der C-terminalen Carboxylgruppe von LC3B-II und der Aminogruppe von
PE gespalten wird [21, 44]. Zusédtzlich wird LC3B-II nach der Fusion des Autophagosoms mit

dem Lysosom durch lysosomale Enzyme degradiert [5].
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Abb. 3: Erweiterung der Autophagosomenmembran durch zwei Ubiquitin-dhnliche
Konjugationssysteme.

Die Erweiterung der Autophagosomenmembran erfolgt iiber die Bildung des ATGI12-ATGS5-
ATG16L1-Komplexes sowie von Microtubule-associated protein 1B-light chain 3 (LC3B-II). ATG:
Autophagie regulierende Protease. PE: Phosphatidylethanolamin, fungiert als Lipidanker. Die
Abbildung wurde mit biorender.com erstellt und modifiziert nach: Zhang, 2015 [21] und Park ef al.,
2022 [46]. Hinsichtlich weiterer Erklarungen wird auf den Text verwiesen.

Die Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom stellt den letzten Schritt der Autophagie dar
und ist bisher noch nicht vollstindig verstanden [47]. Fiir die Fusion wird zundchst das
Autophagosom iiber das Zytoskelett zum Lysosom transportiert [47]. Unentbehrlich fiir die
Fusion ist der Einbau von soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
(SNARE) protein syntaxin 17 (STX17) in die Autophagosomenmembran. STX17 ist
ausschlieflich an der Membran von kompletten Autophagosomen lokalisiert, nicht aber an
Isolierungsmembranen. STX17 bindet an synaptosomal-associated protein 29 (SNAP29).
SchlieBlich binden sie an das lysosomale Vesikel-assoziierte Membran Protein 7/8 (VAMP7/8),
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wodurch die Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom ermdglicht wird [21, 48] (Abb. 4).
Bafilomycin A1 (BafA1) wird verwendet, um die Autophagie zu inhibieren. Einerseits inhibiert
BafA1l die vakuolidre H'-ATPase, was zu einem Anstieg des intralysosomalen pH-Werts und
damit zu einem verringerten lysosomalen Abbau fiihrt [47, 49]. Andererseits wird die Fusion

von Autophagosomen und Lysosomen inhibiert [47, 50] (Abb. 4). Hierdurch wird die

Autophagie inhibiert [47]. Durch Behandlung mit BafA1 erfolgt somit eine Akkumulation von
LC3B-II [21].
STX17

BafA1

Lysosom

SNAP29 VAMP7/8

Autophagosom

Autophagolysosom

Abb. 4: Fusion von Autophagosom und Lysosom.

Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor protein syntaxin 17 (STX17) bildet
gemeinsam mit synaptosomal-associated protein 29 (SNAP29) einen Komplex, der iiber das Vesikel-
assoziierte Membran Protein (VAMP7/8) die Fusion von Autophagosom und Lysosom vermittelt.
Bafilomycin A1 (BafA1l) ist ein Inhibitor dieser Fusion. Die Abbildung wurde mit biorender.com erstellt
und modifiziert nach: Zhang, 2015 [21]. Hinsichtlich weiterer Erklarungen wird auf den Text verwiesen.

Ein weiterer an der Fusion von Autophagosom und Lysosom beteiligter Faktor ist die
Histondeacetylase 6 (HDAC6) [51-53]. HDACG6 fordert die Fusion von Autophagosomen und
Lysosomen durch Deacetylierung und Aktivierung von Cortactin. Cortactin unterstiitzt die
Bildung eines Aktin-Netzwerkes, welches die Fusion von Autophagosom und Lysosom
begiinstigt.  Diese = Mechanismen  wurden  bislang  lediglich  unter  basaler,
qualititskontrollierender Autophagie, nicht jedoch bei Néhrstoffmangel, beobachtet [51-53].
Zudem fordert HDAC6 bei Nihrstoffmangel die Autophagosomenbildung durch
Deacetylierung von LC3B-II [53-55]. Des Weiteren deacetyliert HDAC6 a-Tubulin an Lysin
40, wodurch die Stabilitdt von Mikrotubuli herabgesetzt wird [53, 56]. Das hingegen inhibiert
den Transport vom Autophagosom zum Lysosom und somit auch die Autophagie [53, 56].

Mittels Tubacin kann die Deacetylase-Aktivitdt von HDAC6 inhibiert werden [54].
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1.1.2 LC3B-II als Regulator und Marker der Autophagie
Nach Spaltung von LC3 zu LC3B-I und Konjugation an PE wird LC3B-II in die

Isolierungsmembran eingebaut und trigt dementsprechend zur Autophagosomenbildung bei
(1.1.1; Abb. 3). Erst nach Fusion mit dem Lysosom folgt der LC3B-II-Abbau. Daher wird
LC3B-II, welches mit der Anzahl an Autophagosomen korreliert, als Marker der Autophagie
verwendet [57]. Der ATG12-ATG5-ATG16L1-Komplex hingegen dissoziiert bereits vor dem
SchlieBen der Autophagosomenmembran ab [21]. Gemessen wird der autophagic flux, welcher
den Prozess von der Autophagosomenbildung bis zum Abbau im Lysosom beschreibt [5].
Dabei kann ein Anstieg an detektiertem LC3B-II einen Anstieg an Autophagie und somit die
Bildung von Autophagosomen repréisentieren. Ebenfalls kann durch die Inhibition der Fusion
von Autophagosom und Lysosom durch BafA1l (Abb. 4) und damit durch die Akkumulation
der Autophagosomen ein LC3B-II-Anstieg erfolgen [5, 57]. Eine geringe Menge an LC3B-II
kann hingegen durch folgende Faktoren entstehen: eine verringerte Autophagie, eine Hemmung
der Autophagie in friihen Phasen vor der LC3B-II-Bildung oder eine schnelle lysosomale
Degradierung [5, 57].

1.1.3 Rolle der Autophagie bei Erkrankungen

Der Prozess der Autophagie steht in engem Zusammenhang mit einer Vielzahl von
Krankheiten, darunter Tumoren, neurodegenerativen Erkrankungen und Infektionen und spielt
zudem eine Rolle im Alterungsprozess. Besonders im hohen Alter und bei neurodegenerativen
Erkrankungen kommt es durch eingeschrinkte Mitophagie zur Akkumulation von
Autophagosomen und defekten Mitochondrien [21]. Bei Tumorerkrankungen kann die
Autophagie sowohl als Tumorsuppressor als auch als onkogener Faktor wirken [58-60].
Autophagie wirkt einerseits als Tumorsuppressor, indem sie defekte Organellen entfernt und
die Ausbreitung kanzerogener DNA-Mutationen verhindert [34]. Zudem ist TSC1/2, welches
mTOR inhibiert und somit die Autophagie positiv reguliert, als Tumorsuppressor bekannt [21].
Im Einklang damit ldsst sich bei Mutationen von ATG-Genen eine erhohte Tumorgenese
nachweisen [21, 61]. Andererseits kann die Autophagie in bereits bestehenden Tumoren die
Malignitit fordern, indem sie das Uberleben von Tumorzellen insbesondere unter
Stressbedingungen wie Nahrstoffmangel oder Chemotherapie unterstiitzt. Demnach trigt die

Autophagie zur Entstehung und Férderung von Therapieresistenzen bei Tumoren bei. [3, 34].
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1.2 Mitochondriale Dynamik und Mitophagie

1.2.1 Funktion von Mitochondrien

Mitochondrien sind intrazelluldre Zellorganellen, die aus einer dufleren und einer inneren
Membran bestehen, wobei Letztere die Matrix umschlieBt [62]. Mitochondrien gelten als die
Kraftwerke der Zelle, da sie fiir die Synthese von ATP bedeutsam sind [63]. Die ATP-Synthese
erfolgt dabei hauptsidchlich durch den Abbau von Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen zu
Acetyl-CoA, welches in den Zitratzyklus gelangt. Dort werden die Reduktionsédquivalente
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH/H") und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH)
produziert, die in der oxidativen Phosphorylierung genutzt werden [64]. In diesem Prozess
werden Elektronen iiber vier Komplexe der Atmungskette iibertragen, welche in der inneren
mitochondrialen Membran lokalisiert sind. Dadurch gelangen am Ende, unter Verbrauch von
O2, Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum. Dieser aufgebaute Protonengradient
wird durch die ATP-Synthase genutzt, um Adenosindiphosphat (ADP) unter Anlagerung eines
Phosphatrests zu ATP zu phosphorylieren [64]. Zudem erkennen Mitochondrien den Bedarf an
ATP. Steigt dieser Bedarf, steigen folglich auch die mitochondriale Masse und die oxidative
Phosphorylierung [64]. Des Weiteren sind Mitochondrien an Harnstoffzyklus, Calcium-
Homoostase, B-Oxidation, Him-Synthese, Regulation der Apoptose und Produktion von

reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt [64-66].

1.2.2 Regulation der mitochondrialen Dynamik durch die GTPase OPA1

Die mitochondriale Dynamik wird durch das Gleichgewicht zwischen Fusion und Fission von
Mitochondrien geregelt. Durch die Fusion verschmelzen Mitochondrien miteinander und bilden
ein mitochondriales Netzwerk [67, 68]. Anhand des Prozesses der Fusion konnen Mutationen
in der mitochondrialen DNA defekter Mitochondrien durch intakte DNA anderer
Mitochondrien kompensiert werden. Ein Beispiel dafiir ist das Teilen von synthetisierten
Proteinen [69-71]. Des Weiteren ist die Toleranz gegeniiber toxischem Stress erhoht [70]. Bei
der Fission spalten sich Mitochondrien vom Netzwerk ab [67, 68]. Einerseits entstehen
hierdurch isolierte Mitochondrien, andererseits ist Fission wichtig, um den Abbau von
beschiadigten Mitochondrien zu ermdéglichen [70].

Bei der Fusion von Mitochondrien sind die GTPase Optic atrophy 1 (OPA1) sowie Mitofusin
1 und 2 (MFN1/2) beteiligt [72, 73]. Dabei sind MFNI1/2 fiir die Fusion der dufleren
mitochondrialen Membran, in der sie auch lokalisiert sind, zusténdig [72, 73]. OPA1 hingegen
ist fiir die Fusion der inneren mitochondrialen Membran verantwortlich [72, 73] (Abb. 5). Dabei

ist OPA1l im Intermembranraum lokalisiert und in der inneren mitochondrialen Membran
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verankert [74-76]. OPA1 wird bei Entkopplung des Membranpotentials durch die an der
inneren mitochondrialen Membran lokalisierte Zink-Metalloprotease overlapping proteolytic
activity with m-AAA protease 1 (OMAL1) gespalten. Dabei spaltet OMA1 die lange Form von
OPA1 (OPAI-L) in die kurze, inaktive Form (OPA1-S). Die Verschiebung des Gleichgewichts
zugunsten von OPA1-S hemmt die mitochondriale Fusion und fordert die Fission [75, 77, 78].
Bei der Fission von Mitochondrien sind im Wesentlichen dynamin related protein (Drpl) und
Fission 1 (Fisl) beteiligt. Hierbei wird initial Drpl aus dem Zytosol zu Fisl1, einem Protein der
dufleren mitochondrialen Membran, rekrutiert. Die GTPase Drpl formt schlielich selbst
Oligomere und legt sich wie ein Giirtel um einen spezifischen Ort des Mitochondriennetzwerks,
um dieses an der Stelle einzuengen. Zudem wird die Einengung durch Aktinfilamente verstérkt,

sodass sich Mitochondrien abspalten konnen [79, 80] (Abb. 5).

OPAT-L  MFN1/2

OPA1 L/opat-st “
/7/

usion

Drp1

rp Fission
- OPA1-L/OPA1-S ¥

m Mitophagie
T

—

Abb. 5: Fusion und Fission von Mitochondrien.

Fusion und Fission von Mitochondrien werden durch das Verhéltnis von Optic atrophy 1 (OPA1-L) und
OPAI1-S, sowie dynamin related protein (Drpl) reguliert. MFN: Mitofusin. Die Abbildung wurde mit
biorender.com erstellt und modifiziert nach: Twig und Shirihai, 2011 [81]. Hinsichtlich weiterer
Erklarungen wird auf den Text verwiesen.

Bei einem Ungleichgewicht an Fusion und Fission kann es zu einer Akkumulation von defekten
Mitochondrien durch vermehrte Fusion kommen [82, 83]. Beispielsweise ist dies sowohl in
seneszenten Zellen [82] als auch im Alterungsprozess zu beobachten [83]. Zudem wurde
gezeigt, dass OPAl und die mitochondriale Fusion mit vermehrtem Tumorwachstum,
Metastasierung und Angiogenese assoziiert sind. Mittlerweile wurde der OPA1-Inhibitor N-
(1,5-dimethyl-3-0x0-2-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrazol-4-YL)-3-methyl-1-PH+  (MYLS22)

entwickelt, welcher moglicherweise in der Krebstherapie eingesetzt werden kann [84, 85].
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1.2.3 Formen und Regulation der Mitophagie

Bei der Mitophagie handelt es sich um eine selektive Form der Autophagie, bei welcher
Mitochondrien abgebaut werden [86]. Die Mitophagie wird durch Fission (1.2.2) von
Mitochondrien begiinstigt, da dysfunktionale Mitochondrien vom Mitochondriennetzwerk
abgespalten werden. Dieser Prozess ist bedeutsam fiir die mitochondriale Qualitdtskontrolle
[21, 87, 88]. Mitophagie kann durch mitochondriale Schdden, Inhibition der Atmungskette und
mitochondriale Depolarisation induziert werden [16, 81]. Differenziert wird zwischen der
rezeptor-abhéngigen Mitophagie und der ubiquitin-abhéngigen Mitophagie [89, 90] (Abb. 6).

A rezeptor-abhéngige Mitophagie

Isolierungsmembran

aktive Rezeptoren

B ubiquitin-abhangige Mitophagie
(s Parkin

Isolierungsmembran

Abb. 6: Formen der Mitophagie.

Darstellung der (A) rezeptor-abhidngigen und der (B) ubiquitin(Ub)-abhéngigen Mitophagie. LC3:
Microtubule-associated protein  1B-light chain 3, MFN: Mitofusin, P: Phosphat, p62:
p62/Sequestosome-1, PINK: Phosphatase and Tensin homolog (PTEN)-induced kinase 1, TOM:
Translokase der dufleren Membran. Die Abbildung wurde mit biorender.com erstellt und modifiziert
nach: Tan et al., 2016 [89] und Zhang, 2015 [21]. Hinsichtlich weiterer Erklarungen wird auf den Text
verwiesen.

Bei der rezeptor-abhingigen Mitophagie kommt es durch zelluldren Stress und Depolarisation
der mitochondrialen Membran zu einer Akkumulation von Mitophagierezeptoren an der
duBeren mitochondrialen Membran [21, 89, 90]. Die Rezeptoren binden spezifisch an LC3,
welches die Formation der Isolierungsmembran um das Mitochondrium fordert. Dies geschieht
hauptsichlich iiber NIP3-like protein X-Rezeptoren, welche an der duBeren Membran
exprimiert werden und Homodimere bilden sowie iiber FUNI4 domain-containing protein 1-
Rezeptoren, welche dephosphoryliert werden [21, 89, 90]. Dabei findet die Interaktion der
Rezeptoren mit LC3 und die dadurch induzierte Mitophagie insbesondere unter hypoxischen

Bedingungen statt [91, 92] (Abb. 6A).
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Bei der ubiquitin-abhdngigen Mitophagie wird in depolarisierten Mitochondrien presenilin
associated rhomboid-like protease inaktiviert und somit Phosphatase and Tensin homolog
(PTEN)-induced kinase 1 (PINK1) nicht mehr degradiert. PINK1 akkumuliert in der du3eren
mitochondrialen Membran [21, 89, 90]. Es wird stabilisiert und rekrutiert Parkin — eine
E3-Ubiquitin-Ligase, die im Zytosol lokalisiert ist — zur dufleren Membran [21, 89, 90, 93].
Zudem phosphoryliert PINK1 Ubiquitin und Parkin. Dies hat den Zweck, die Aktivitit der
E3-Ubiquitin-Ligase sowie die Formation von Parkin-Ubiquitin-Thioesterintermediaten zu
verstirken [89, 90, 94, 95]. Parkin ubiquitiniert bestimmte &uBlere mitochondriale
Membranproteine wie MFN1/2 oder die Translokase der d&ufleren Membran 20 (TOM?20). Diese
werden von p62/Sequestosome-1 erkannt und liber Bindung an LC3B-II in das Autophagosom
eingebunden [21, 96, 97] (Abb. 6B).

Fiir den Abbau von Mitochondrien kdnnen diese iiber Mikrotubuli zu den Autophagosomen
transportiert werden [53, 98]. Die Inhibition von HDAC6 resultiert in hoheren Mengen an
acetyliertem K40 o-Tubulin (ac.K40 a-Tubulin), da HDAC6 NAD'-abhingig a-Tubulin
deacetyliert [98-100]. Dadurch bindet das Motorprotein Kinesinl besser an Mikrotubuli, sodass
der Transport entlang dieser gefordert wird [98, 100]. Daher resultiert eine Inhibition von
HDACG6 durch Tubacin in einem verstirkten mitochondrialen Transport [98]. Dabei inhibiert
Tubacin ausschlieBlich die Deacetylase-Aktivitdt des iiber zwei katalytische Domidnen

verfligenden HDAC6 [101].

1.2.4 Induktion der Autophagie/Mitophagie durch CoCl:-vermittelte Pseudohypoxie

oder Hypoxie
Die Induktion der Autophagie und Mitophagie kann durch CoClx-vermittelte Pseudohypoxie

oder Hypoxie erfolgen [102-105]. Bei geringen Sauerstoffkonzentrationen kommt es zu einer
Aktivierung des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF-l1a). HIF-1a wird unter normoxischen
Bedingungen durch Prolylhydroxylasen (PHD) eisen- und sauerstoffabhidngig hydroxyliert
[106]. Dadurch bindet HIF-1a an Von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor Protein (pVHL). Dies
besitzt eine E3-Ubiquitin-Ligase Aktivitit und ubiquitiniert HIF-1a [107]. HIF-la wird
schlieBlich durch das Proteasom abgebaut [107]. Unter Hypoxie fehlt Sauerstoff fiir die
Hydroxylierung, sodass HIF-1a stabilisiert wird. Letzterer gelangt in den Zellkern, dimerisiert
mit HIF-1B und bewirkt durch Bindung an Hypoxie-responsive Elemente (HRE) die
Transkription von hypoxieassoziierten Zielgenen [108, 109] (Abb. 7). Zudem verschiebt die
Hypoxie das Gleichgewicht von Fusion und Fission der Mitochondrien zu einer vermehrten

Fission. Dies fordert die Mitophagie, um beschéddigte Mitochondrien abzubauen [110-112].
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CoCl; hingegen induziert eine Pseudohypoxie durch die Stabilisierung von HIF-la unter
normoxischen Bedingungen [113-115]. Dadurch, dass das Co**-Ion sehr effizient das Fe**-Ion
der PHD ersetzt, konnen PHD-Enzyme, welche fiir den sauerstoffabhidngigen Abbau von HIF-
la notwendig sind, HIF-1a nicht mehr hydroxylieren. HIF-1a gelangt in den Zellkern und
dimerisiert mit HIF-1B. Diese wirken dann zusammen als Transkriptionsfaktoren [113-115]
(Abb. 7). Durch die Pseudohypoxie erfolgt ein Anstieg der rezeptor-abhiangigen Mitophagie
[104, 105]. Zudem wurde eine Reduktion mitochondrialer Marker wie TOM20 und
Cytochrome-c-Oxidase IV sowie eine Zunahme von LC3B-II als Marker fiir die

Autophagosomen beobachtet [104, 105].

r N
Normoxie 20 % 0. Hypoxie 1 % O,

@@ (HIF-10)
@@@ gt

HIF-1u
ub
s WRT

\oon
Proteasom \

Abb. 7: HIF-1a Signalweg in der Hypoxie.

Aktivierung vom Hypoxie-induzierten Faktor (HIF-la) durch Hypoxie und CoClr-vermittelte
Pseudohypoxie. HRE: Hypoxie-responsive Elemente, PHD: Prolylhydroxylasen, pVHL: Von-Hippel-
Lindau-Tumorsuppressor Protein. Die Abbildung wurde mit biorender.com erstellt und modifiziert
nach: Vito et al., 2020 [109]. Hinsichtlich weiterer Erkldrungen wird auf den Text verwiesen.

1.3 Mitochondriale Sirtuine

1.3.1 Funktion mitochondrialer Sirtuine

Die mitochondrialen Sirtuine — Sirtuine 3 bis 5 (SIRT3-5) — spielen eine bedeutende Rolle in
der metabolischen Kontrolle in Mitochondrien [116]. Die Sirtuine SIRT3-5 sind hauptséachlich
in der mitochondrialen Matrix lokalisiert [117, 118]. Sie besitzen eine katalytische Doméne mit
einem Histidin, welches als Protonenakzeptor agiert und die enzymatische Aktivitit bedingt
(Abb. 8). Der N-Terminus der Sirtuine SIRT3-5 enthilt eine Signalsequenz fiir die
Translokation in das Mitochondrium und wird beim Import der SIRT-Proteine in die
mitochondriale Matrix abgespalten [119-121]. Diese Signalsequenz besteht bei SIRT3 aus 24,
bei SIRT4 aus 28 und bei SIRTS aus 36 Aminosduren [122].
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Sirtuin  N-Terminus Katalytische  C-Terminus Linge Aktivitit

Domiine (Aminosiiuren)

126 248 385
SIRT3 l:_:‘ 399 Deacetylase, Decrotonylase
45 16l 314 ADP-Ribosyltransferase,
SIRT4 4200 | 314 Deacetylase, Deacylase,
Lipoamidase
41 158 309 Deacetylase, Desuccinylase,

SIRTS [ 310 Demalonylase, Deglutarylase

Histidin

Abb. 8: Schematische Darstellung der mitochondrialen Sirtuine.

Gezeigt wird die schematische Darstellung der mitochondrialen Sirtuine und ihrer Funktionen. In der
katalytischen Doméne, welche vom N-und C-Terminus umgeben ist, befindet sich ein Histidin, welches
fiir die NAD"-abhdngige Enzymaktivitit notwendig ist. Die Abbildung wurde modifiziert nach: Lang,
2017 [123] und Bergmann, 2022 [124]. Hinsichtlich weiterer Erklarungen wird auf den Text verwiesen.

SIRT3 wirkt als NAD"-abhiingige Deacetylase [125] und stellt die primire und wichtigste
mitochondriale Deacetylase dar. Das resultiert daraus, da sie eine hdhere
Deacetylierungsaktivitit besitzt und mehr mitochondriale Deacetylierungssubstrate als SIRT4
und SIRTS aufweist [126, 127]. SIRT3 deacetyliert unter anderem die Acetyl-CoA
Synthetase 2 im Mitochondrium und aktiviert sie dadurch. Das bewirkt eine Produktion von
Acetyl-CoA, welches in den Zitratzyklus gelangen kann [128]. Weiterhin fordert SIRT3 die
B-Oxidation [129], aktiviert die Enzyme der Atmungskette [130] sowie die Parkin-Expression
und damit die Mitophagie [127, 131]. Zudem entfernt SIRT3 als Decrotonylase
Lysin-Acetylierungen von Histonen und reguliert somit die Genexpression [132]. SIRT3 kann
zudem die Mikrotubulidynamik beeinflussen [133]. Des Weiteren ist SIRT3 im Nukleus und
Zytoplasma nachgewiesen worden [119, 127, 134].

SIRT4 befindet sich in Mitochondrien, wurde aber auch im Zytoplasma — hauptséchlich an den
Zentrosomen [99] — sowie im Nukleus nachgewiesen [135]. SIRT4 ist eine ADP-
Ribosyltransferase, Lipoamidase, Deacetylase und Deacylase [120, 136, 137]. SIRT4 inhibiert
(im Gegensatz zu SIRT3) die Insulin-Sekretion des Pankreas [138], die B-Oxidation [139]
sowie — liber Inhibition der Glutamatdehydrogenase und der Pyruvatdehydrogenase — den
Zitratzyklus [120, 136, 140]. Eine Hochregulation von endogenem SIRT4 geht mit einer
Inhibition des mitochondrialen Membranpotentials, erhéhten Mengen an reaktiven
Sauerstoffspezies und mitochondrialer Fusion einher [141]. Zudem wirkt SIRT4 als
Tumorsuppressor, indem es den Glutamin-Metabolismus inhibiert und dadurch die
Tumorzellproliferation reduziert [140]. Weiterhin inhibiert SIRT4, wahrscheinlich {iber die
HDAC6-vermittelte Regulation des ac.K40 a-Tubulin (1.3.4), die mitotische Zellteilung und
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Proliferation [99].

Als enzymatisch inaktive Mutante von SIRT4 wird SIRT4(H161Y) eingesetzt. Bei
SIRT4(H161Y) ist das Histidin 161 in der katalytischen Doméne zu einem Tyrosin mutiert,
sodass es nicht mehr als Protonenakzeptor fungieren kann [99, 142, 143].

SIRTS befindet sich ebenfalls im Mitochondrium, ist aber auch im Zytosol und im Nukleus
lokalisiert [144]. SIRTS besitzt eine Deacetylase-, Demalonylase-, Deglutarylase- und
Desuccinylase-Aktivitdt [116, 145]. Durch SIRTS erfolgt beispielsweise eine Induktion der
Glykolyse [146] und des Harnstoftzyklus [116, 147, 148]. Des Weiteren hemmt SIRTS den
Zitratzyklus [149], induziert jedoch die Atmungskette [116, 148, 150].

1.3.2 Die Rolle von SIRT4 in der Regulation von Autophagie und Mitophagie

Bisher ist die Regulation der Autophagie und Mitophagie durch SIRT4 nicht ausreichend
erforscht worden. Durch Expression von SIRT4-eGFP erfolgt eine Inhibition der Mitophagie.
Dies erfolgt einerseits durch eine Inhibition von Drpl und damit eine Inhibition der Fission von
Mitochondrien und andererseits durch die Stabilisierung von OPAI1-L. Diese wiederum
resultiert in einer erhohten Fusion und Bildung von Mitochondriennetzwerken [151, 152].
Weiterhin wurde nach Behandlung mit Carbonyl Cyanide Chlorophenylhydrazone (CCCP)
eine erhohte mitochondriale Masse in SIRT4-eGFP-exprimierenden Zellen im Vergleich zu
eGFP-exprimierenden Kontrollzellen beobachtet [152]. Das ldsst auf einen verminderten
Abbau von defekten Mitochondrien schlieBen [152]. Zudem scheint in SIRT4-exprimierenden
Zellen die Parkin-abhéngige Mitophagie reduziert zu sein [152]. Die Expression von SIRT4
fiihrt zudem zu einem reduzierten mitochondrialen Membranpotential und damit zu einer
Akkumulation von defekten Mitochondrien [141, 143, 152]. Weiterhin interagiert SIRT4 mit
dem Leucin-reichen Protein 130 [99, 136, 153], welches mit dem Mikrotubuli-assoziierten
Protein (MAP1S) interagiert. MAPs sind Regulatoren der Mikrotubulistabilitit [99, 154].
MAPI1S fordert dabei die Autophagie [155, 156]. Interessanterweise interagiert SIRT4 mit
einem weiteren MAP — MAP1B — welches wiederum an LC3 bindet [157]. Eine Uberexpression
von MAPIB resultiert dabei in reduzierten LC3B-II-Mengen und reduzierter Autophagie.
Hierbei konnte phosphoryliertes MAPIB, assoziiert mit LC3 in Autophagosomen,
nachgewiesen werden [158, 159]. Ein weiterer Aspekt ist, dass mTORCI1 die Funktion von
SIRT4 als Tumorsuppressor inhibieren kann. Dadurch wird der Zitratzyklus vermehrt aktiviert
und es kann zu einer erhdhten Proliferation von Zellen und zur Tumorprogression kommen
[160]. Dahingegen wird unter nichtkanzerogenen Bedingungen mTORCI1 durch SIRT4 bei

ndhrstoffreichen Verhéltnissen aktiviert und somit die Autophagie inhibiert [161, 162]. Des
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Weiteren kann die erhohte Expression von SIRT4 AMPK hemmen, sodass diese wiederum
mTORCI1 nicht phosphorylieren und inhibieren kann [161, 162]. Im Einklang damit wurde ein
Abfall an LC3B-II in SIRT4-exprimierenden Zellen beobachtet [161, 162]. Im Gegensatz zu
den oberen Befunden zeigten einige Studien, dass SIRT4 fiir die Autophagosomenbildung
notwendig zu sein scheint. SIRT4 kann iiber AMPK die Autophagie aktivieren [163], aber auch
die Fusion von Autophagosomen und Lysosomen begilinstigen [164]. Ebenfalls erfolgt bei
Néhrstoffmangel durch SIRT4 sowie durch die enzymatisch inaktive Mutante SIRT4(H161Y)
eine Runterregulation von PTEN, die {iber das Insulin-degradierende Enzym (IDE) vermittelt
wird. Daraus resultiert letztendlich eine Steigerung der Autophagie [165, 166]. PTEN fungiert
als Antagonist des PI3K-Signalwegs und reguliert somit positiv die Autophagie [167].

1.3.3 Interaktion von SIRT4 mit OPA1

Durch eine Co-Immunprézipitation unbehandelter und mit CCCP-behandelter Zellen wurde die
Interaktion von SIRT4 mit sowohl OPA1-L als auch OPAI1-S nachgewiesen. Dabei ist die
Interaktion von OPA1 mit SIRT4(H161Y) schwicher ausgeprégt als mit SIRT4 [152]. SIRT4
induziert, vermutlich enzymatisch bedingt, die mitochondriale Fusion durch Stabilisierung der
langen Form der GTPase OPAl-L. Dadurch werden die mitochondriale Fission sowie
Mitophagie inhibiert und die mitochondriale Masse nimmt zu [143, 152]. Passend hierzu wurde
beobachtet, dass SIRT4 durch die Inhibition der Phosphorylierung von Drpl und dessen

Rekrutierung zur mitochondrialen Membran die mitochondriale Fission inhibiert [151, 152].

1.3.4 Interaktion von SIRT4 mit HDAC6

SIRT4 wurde neben der Lokalisation im Mitochondrium auch im Zytosol, hauptsidchlich am
Zentrosom, nachgewiesen [99]. SIRT4 interagiert mit Mikrotubuli und hat Einfluss auf die
Mikrotubulidynamik. Dabei bindet SIRT4 sowohl strukturelle Komponenten des
Spindelapparats wie o-Tubulin als auch regulatorische Komponenten von Mikrotubuli wie
HDACO6 [99]. Fiir die Stabilitit der Mikrotubuli ist die Acetylierung des a-Tubulins an Lysin
40 (K40) relevant. Durch HDAC6, wie auch durch SIRT2, erfolgt NAD"-abhéingig eine
Deacetylierung, welche in einer heruntergesetzten Stabilitdt von Mikrotubuli resultiert [99, 168,
169]. Dabei ist die SIRT4-HDACG6-Interaktion mit einer geringeren Menge an
ac.K40 o-Tubulin in SIRT4-liberexprimierenden Zellen assoziiert. Dies wurde nicht in der
enzymatisch inaktiven SIRT4-Mutante — SIRT4(H161Y) — nachgewiesen. Hierdurch lésst sich
auf eine enzymatisch-abhingige Regulation durch SIRT4 schliefen [99]. Diese Befunde

betonen die zusétzliche extramitochondriale Tumorsuppressorfunktion von SIRT4 [99].
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1.4 Ziele der Arbeit

Der Einfluss des mitochondrialen Sirtuins SIRT4 auf die Regulation der zelluldren Autophagie
ist bisher groftenteils unklar. Zu Beginn dieser Arbeit gab es Literaturbefunde, die sowohl eine
inhibitorische als auch eine aktivierende Funktion von SIRT4 in der Regulation der Autophagie
und Autophagosomenbildung zeigten. In diesem Zusammenhang war die Rolle von SIRT4 in
der Hypoxie- oder CoCly/(Pseudohypoxie)-induzierten Autophagie jedoch unverstanden.
Daher sollte in dieser Arbeit der Einfluss von SIRT4 und seiner enzymatisch inaktiven,
potenziell dominant-negativ wirkenden Mutante SIRT4(H161Y) auf die CoClz-induzierte

Autophagie charakterisiert werden. Die folgenden Fragen sollten beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss haben die Uberexpression von SIRT4 und der Mutante
SIRT4(H161Y) auf die CoClx-induzierte Zunahme von LC3B-II, einem zentralen
Protein und Marker der Autophagosomenbildung und des autophagic flux?

2. Welche Rolle spielen hierbei die Interaktionen von SIRT4 mit HDAC6 und OPA1 in
der Regulation der CoClz-induzierten Autophagie? Die Bedeutung von HDAC6 und
OPAL sollte mittels pharmakologischer Inhibition dieser putativen SIRT4-Effektoren
untersucht werden.

3. Welchen Einfluss haben SIRT4 und SIRT4(H161Y) auf die frithe, ULK1-regulierte, vs.
spite, BafA 1-inhibierbare Autophagiephase?

Experimentell wurden neben HEK293 eGFP-Kontrollzellen HEK293-Zelllinien eingesetzt, die
SIRT4 oder die enzymatisch inaktive Mutante SIRT4(H161Y) jeweils als C-terminale
eGFP-Fusionsproteine stabil exprimieren. Mithilfe der Untersuchungen in dieser Arbeit sollte
geklart werden, inwieweit SIRT4 eine fordernde oder hemmende Funktion in der Regulation

der (Pseudo)hypoxie-induzierten Autophagie einnimmt.
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2  Material

2.1 Antibiotika
Tabelle 1: Auflistung verwendeter Antibiotika
Antibiotikum Stammkonzentration Arbeitskonzentration Hersteller
G418 (Geneticin) 50 mg/ml 400 pg/ml Genaxxon bioscience
GmbH, Ulm,
Deutschland
Penicillin/Streptomycin  10.000 U Penicillin 100 U/ml Penicillin Genaxxon bioscience
10 mg/ml 100 pg/ml GmbH, Ulm,
Streptomycin Streptomycin Deutschland
Puromycin 10 mg/ml 1,5 pg/ml InvivoGen, Toulouse,
Frankreich
2.2  Antikorper
2.2.1 Primirantikorper
Tabelle 2: Liste verwendeter Primérantikorper
Antikorper, Informationen, Stamm- Verdiinnung Hersteller SDS-
Ursprung konzentration PAGE
a-acetyliertes a-Tubulin (6-11B- 200 pg/ml 1:1.000 Santa Cruz 8 %
1) Biotechnology,
sc-23950 Inc.
mAB, IgGap Heidelberg,
Maus Deutschland
a-ATGI13 1,0 mg/ml 1:1.000 Sigma-Aldrich 8%
SAB4200100 Chemie GmbH,
Polyklonaler Antikorper Steinheim,
Kaninchen Deutschland
a-o-Tubulin 400 pg/ml 1:5.000 Proteintech,
#11224-1-AP (Nanodrop); Planegg-
Polyklonaler Antikdrper, IgG 287 pg/ml Martinsried,
Kaninchen (Bradford) Deutschland
a-o-Tubulin [EP1332Y] 648 pg/ml 1:1.000 Abcam,
ab52866 Berlin,
mAB, IgG Deutschland
Kaninchen
a-pB-Actin 427 ng/ml 1:20.000 Proteintech,
#66009-1-Ig Planegg-
mAB, 1gGoy Martinsried,
Maus Deutschland
a-pB-Actin 200 pg/ml 1:2.000 Santa Cruz
sc-47778 Biotechnology,
mAB, IgG Inc.
Maus Heidelberg,
Deutschland
a-FIP200/RB1CCI1 1.000 pg/ml 1:1.000 Bethyl 8 %
A301-574A Laboratories,
Polyklonaler Antikorper Inc.,
Kaninchen Montgomery,
Texas
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a-GFP 400 pg/ml 1:1.000 Roche 10 %
#11841460001 Diagnostics
mAB, IgGx Deutschland
Maus GmbH,
Mannheim,
Deutschland
a-HDAC6 (D2ES5) 46 pg/ml 1:1.000 Cell Signaling 8 %
#7558 Technology,
mAB, IgG Frankfurt,
Kaninchen Deutschland
a-HIF-1a (D1S7W) XP 100 pg/ml 1:1.000 Cell Signaling 10 %
#36169 Technology,
mADb, IgG Frankfurt,
Kaninchen Deutschland
a-LC3B 52 pg/ml 1:500 Cell Signaling 13%
#2775 Technology,
Polyklonaler Antikdrper Frankfurt,
Kaninchen Deutschland
a-OPALl 250 pg/ml 1:1.000 BD 10 %
#612607 Biosciences,
mAb, IgG Heidelberg,
Maus Deutschland
a-Phospho-ULK1 (Ser638) 100 pg/ml 1:1.000 Cell Signaling 8 %
(D8K90) Technology,
#14205 Frankfurt,
mAb, IgG Deutschland
Kaninchen
a-Phospho-ULK1 (Ser757) 101 pg/ml 1:1.000 Cell Signaling 8%
#6888 Technology,
Polyklonaler Antikorper Frankfurt,
Kaninchen Deutschland
a-ULK1 (D8HS) 313 pg/ml 1:1.000 Cell Signaling 8%
#8054 Technology,
mAb, IgG Frankfurt,
Kaninchen Deutschland
2.2.2 Sekundirantikorper
Tabelle 3: Liste verwendeter Sekundirantikorper
Antikorper, Informationen, Stamm- Verdiinnung  Hersteller
Ursprung konzentration
IRDye® 680RD Donkey Anti- 1,0 mg/ml 1:20.000 LI-COR Biosciences
Mouse GmbH,
#926-68072 Bad Homburg,
Polyklonaler Antikdrper, IgG Deutschland
IRDye® 800CW Donkey Anti- 1,0 mg/ml 1:20.000 LI-COR Biosciences
Rabbit GmbH,
#926-32213 Bad Homburg,
Polyklonaler Antikdrper, IgG Deutschland
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2.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Zusammenstellung verwendeter Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

Acrylamid 30 % Rotiphorese® Gel
30

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Agarose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Albumin Fraktion V (BSA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

antifect® extra

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland

Bafilomycin Al (BafAl)

Cayman Chemical, Michigan, USA

#11038

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
B-Mercaptoethanol AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

CHAPS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

cOmplete™ Mini Proteasechemmer-
Cocktail

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim,
Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

1,4-Dithiothreitol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Desoxynukleosidtriphosphat(dNTP)-
Gemisch (10 mM)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

DreamTaq™ Buffer (10 X)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

DreamTaq DNA Polymerase (5
U/uL)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM), high Glucose (4,5 g/1)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Dulbecco's phosphate-buffered saline
(DPBS), ohne Calcium, ohne
Magnesium

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Essigsdure

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethanol euro denatured 70 %,
TechniSolv®

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraessigséure
(EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N' N'-tetraessigsdure (EGTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

GeneRuler Express DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Gibco® fetal bovine serum (FCS)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

HDGreen Plus INTAS Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen,
Deutschland

Hydrogenchlorid (HCI) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol (2-Propanol)

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Kobalt (IT)-chlorid Hexahydrat
(CoClz) >98 %, reinst

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Loading-Dye Solution (6 x)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland
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Magnesiumchlorid (MgCl»)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Methanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Milchpulver Blotting Grade,
pulverisiert, fettarm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

MYLS22 (OPAL1 Inhibitor)

MedChemExpress EU - MedChemTronica, Sollentuna,

#HY-136446 Schweden

Natriumazid (NaN3) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Natriumdesoxycholat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumdodecylsulfat (SDS Pellets)  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Natriumfluorid (NaF) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Natriumorthovanadat (Na;VO,)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Natriumpyrophosphat (Na4O;P»)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Oligo (dT) Primer (50 uM)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

PageRuler™ prestained Protein
ladder

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Phusion™ HF-Puffer (5 x)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Phusion™ High-Fidelity DNA-
Polymerase (2 U/ul)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Phusion™ GC-Puffer (5 x)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Polyoxyethylen(20)-sorbitan
Monolaurat —Lésung (Tween 20)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid
Protease Inhibitor

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Reaction Buffer for RT (5 x)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

RevertAid Reverse Transcriptase
(200 U/uL)

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Roti®-Nanoquant

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Sterillium® classic pure

Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Genaxxon bioscience GmbH, Ulm, Deutschland

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Trypan Blue Dye, 0,4 %

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Trypsin Genaxxon bioscience GmbH, Ulm, Deutschland
Tubacin Cayman Chemical, Michigan, USA
#13691
24 Kits
Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Kits
Kit Hersteller
NucleoSpin® RNA Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland
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2.5 Laborgerite

Tabelle 6: Auflistung verwendeter Laborgeriite
Gerit Hersteller
Analysewaage KERN AEJ Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland
Autoklav Systec VX150 Systec GmbH, Linden, Deutschland
BD FACSCanto™ ]I Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
Biorad PowerPac™ HC Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

CO;-Inkubator: HERAcell vios 2501

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Druckminderer FC2000 Stickstoff
200 bar/50 bar

Messer Cutting Systems GmbH, Grof3 Umstadt,
Deutschland

Eismaschine

Ziegra Fismaschinen GmbH, Isernhagen, Deutschland

Gefrierschrank Premium NoFrost

Liebherr-International Deutschland GmbH, Biberach an der
Rif3, Deutschland

Héamatozytometer-Deckgléser

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Heizbad LAUDA Aqualine AL 12

LAUDA Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland

Heizblock Stuart Block Heater

Bibby Scientific, Staffordshire, England

Heizriihrer, Magnetriihrer IKA
COMBIMAG RET

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland

Hypoxiekammer: HER Acell 1501

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

INTAS Gel iX Imager

INTAS Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen,
Deutschland

Intelli-Mixer™

ELMI SIA, Riga, Lettland

Invertiertes Fluoreszenz-
Phasenkontrast-Mikroskop

KEYENCE DEUTSCHLAND GmbH, Neu-Isenburg,
Deutschland

Kiihlschrank ProfiLine Liebherr-International Deutschland GmbH, Biberach an der
Rif3, Deutschland
Kryobehilter KGW-Isotherm Karlsruher

Glastechnisches Werk - Schieder GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Kryo-Einfrierbehélter —1 °C

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

LABINCO L28 Test-Tube Rotator

Labinico BV, DG Breda, Niederlande

Labor-pH Meter inoLab® pH 7110

Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co. KG,
Weilheim, Deutschland

LI-COR ODYSSEY® XF

LI-COR Biosciences GmbH,
Bad Homburg, Deutschland

Mikroskop Zeiss Primovert

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen, Deutschland

Mikrowelle

Siemens AG, Miinchen, Deutschland

Milli-Q® EQ 7000
Wasseraufbereitungssystem

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Mini-PROTEAN® Comb, 10-well,
1,0 mm, 44 ul

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Mini-PROTEAN® Comb, 15-well,
1,0 mm, 26 pl

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Mini-PROTEAN® Short Plates

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Mini-PROTEAN® Spacer Plates with
1,0 mm Integrated Spacers

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
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NanoDrop™ 2000c¢ Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Spectrophotometer Deutschland

neoVortex® Schiittler neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland
Neubauerziahlkammer Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG, Sonderheim

0,1 mm Kammertiefe

vor der Rhon, Deutschland

Pipetus®-Akku

Hirschmann Laborgerite GmbH & Co. KG, Eberstadt,
Deutschland

Prazisionswaage KERN EW

Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

Research® plus Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Rollenmischer

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

Selbstjustierender Maulschliissel
Joker 6004 L

Wera Werkzeuge GmbH, Wuppertal, Deutschland

Sterilbank

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Sterilbankpumpe N811KN.18

KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Deutschland

Tecan infinite M200 PRO Reader

Tecan Trading AG, Ménnedorf, Schweiz

Thermocycler peqStar VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Trans-Blot® Turbo™ Blotting- Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
System

Ultratiefkithlschrank Thermo
Scientific™ Revco™ UxF

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

UV-Transilluminator

NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Deutschland

Wirmeschrank Modell 600 Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Deutschland
Zentrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge 5424 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge, MiniStar silverline

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Zentrifuge: Thermo

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-Rot,

Scientific™ Heraeus™ Labofuge™  Deutschland

400 Tischzentrifuge

Zentrifuge: Universal 320 R

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

2.6 Oligonukleotide

Tabelle 7: Ubersicht verwendeter Oligonukleotide

Nummer Oligonukleotid Sequenz 5'-3'
T7 TAATACGACTCACTATAG
DF7 Oligo dT (18mer)  TTTTTTTTTTTTTTTTTT

DF16 pcDNA3.1 forward

AAATTAATACGACTCACTATAGG

DF17 pcDNA3.1 reverse

AGGCACAGTCGAGGCTG

DF97 5'mGAPDH

GAAGGGCTCATGACCACAGT

DF98 3' mGAPDH

CATTGTCATACCAGGAAATGAGCT

DF510 cYFP1-Not1-RP

GATGCGGCCGCTTACTGCTTGTCGGCCATGATATAGACG

2.7 Puffer und Losungen

Tabelle 8: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Losungen

Puffer/Losung Zusammensetzung

APS Losung 10 % APS

Agarose 0,5-1,5 % Agarose in TAE
Blockierungs-Puffer fiir Westernblot 3 % BSA in TBS-T

5 % Milchpulver in TBS-T
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CHAPS-Lysepuffer

0,3 % CHAPS

50 mM Tris-HCL pH 7,4

150 mM NacCl

1 mM Na3VO4

10 mM NaF

1 mM EDTA

1 mM EGTA

2,5 mM Na407P2

1 uM 1,4-Dithiothreitol

1 x Protease Inhibitor Cocktail

Laemmli-Puffer (5 x)

8 % SDS

20 % B-Mercaptoethanol
40 % Glycerin

250 mM Tris

pH 6,8

0,4 % Bromphenolblau

Orange G Ladepufter (6 x)

30 % Glycerin
50 mM EDTA
0,25 % Orange G

SDS-PAGE Laufpuffer (10 x)

0,25 M Tris
1,92 M Glycin
1 % SDS Pellets

SDS-PAGE Sammelgelpufter

500 mM Tris
0,4 % SDS
pH 6,8

SDS-PAGE Transferpuffer (1 x)

25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol
0,01 % SDS

SDS-PAGE Trenngelpuffer

1,5 M Tris
0,4 % SDS
pH 8,8

TAE (50 x)

2 M Tris
1 M Essigsdure
50 mM EDTA

TBS-T (Tris-buffered saline mit Tween
20)

5 M NaCl

200 mM Tris

pH 7,5

0,05 % Tween® 20

Die verwendeten Puffer wurden in destilliertem Wasser angesetzt, auller wenn anders

angegeben.

2.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9: Auflistung verwendeter Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller
Aluminiumfolie neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland
CRYOSPEED®MED Linde AG, Pullach, Deutschland

Einmalhandschuhe Dermagrip

REMESCO Handelsges.m.b.H, Wien, Osterrreich

Falcon™ Einweg-Transferpipetten aus
Kunststoff

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-
Rot, Deutschland

Glas Pasteur Pipetten

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Deutschland
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Mikroplatte 96-well

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Nitrozellulose Blotting Membran
Amersham™Protran™ Supportes 0.45
um NC

Cytiva Europe GmbH, Freiburg im Breisgau,
Deutschland

Nunc™ Kryordhrchen

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, St. Leon-
Rot, Deutschland

PCR-Tubes 8—Strip 0,2 ml

STARLAB International GmbH, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1250 pl)

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Polystyrene Round-Bottom Tube 5 ml

Corning Privacy Office, Corning, USA

Profiline© Handtuchpapier

Kurt Miiller GmbH, Pulheim-Brauweiler, Deutschland

Roti®-PVDF, PorengroBe 0,45 uM

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

SafeSeal Reagiergefal3 (1,5 ml, 2 ml)

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Falcon-ReaktionsgefdBe (15 ml, 50 ml)

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Stickstoff, verdichtet

Linde AG, Pullach, Deutschland

Whatman™-Papier

Tisch Scientific, Cleves, USA

Zellkulturflasche T-75, Standard

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Zellkulturschale 100 mm, Standard

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Zellkulturschale 150 mm, Standard

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Zellkulturtestplatte 6-well

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz

2.9 Zelllinien

Tabelle 10: Ubersicht verwendeter Zelllinien

Zelllinie Resistenz

Herkunft/Merkmale

HEK?293

humane embryonale Nierenzellen
DSMZ, Braunschweig, Deutschland
ACC 305

HEK?293 eGFP Puromycin

humane embryonale Nierenzellen
retroviraler Kontroll-Vektor puc2CL12]P-
eGFP

[99]

HEK?293 SIRT4-eGFP G418

humane embryonale Nierenzellen
pcDNA3.1-SIRT4-eGFP
[99]

HEK293 SIRT4(HI61Y)-
eGFP

G418

humane embryonale Nierenzellen
pcDNA3.1-SIRT4(H161Y)-eGFP
[99]

Zur Analyse der Funktion des SIRT4 wurden HEK293-Zellen, welche stabil SIRT4-eGFP
liberexprimieren, verwendet. Des Weiteren wurden HEK293-Zellen verwendet, welche
SIRT4(H161Y)-eGFP, eine enzymatisch inaktive Mutante des SIRT4, exprimieren. Das
Histidin 161 in der katalytischen Doméne ist hierbei zu einem Tyrosin mutiert, wodurch es
nicht mehr als Protonenakzeptor fungieren kann [99, 142, 143]. Als Kontrollzellen wurden

eGFP-exprimierende HEK293-Zellen eingesetzt.
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3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Aufschluss der Zellen zwecks mRNA-Isolierung

Zur Vorbereitung der Sequenzierung wurden zundchst die Zellen aufgeschlossen. Dafiir
erfolgte zuerst die Absaugung des Kulturmediums aus der Zellkulturflasche. Nach dem
Waschen der Zellen mit 2 ml PBS™ wurden die Zellen durch Behandlung mit 1,5 ml Trypsin
vereinzelt. Nach Zugabe von 8§ ml DMEM-Zellkulturmedium wurden die Zellen fiir 5 min bei
1.200 rpm zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen in 1 ml PBS™" gewaschen
und erneut fiir 2 min bei 1.200 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgesaugt
wurde, erfolgte der Aufschluss der Zellen durch Resuspendieren des Zellpellets in 350 pl
RA1-Puffer des NucleoSpin® RNA-Kits und 3,5 pl B-Mercaptoethanol. Anschlieend wurde
das Zelllysat in einen NucleoSpin® Filter fiir die Isolierung und Aufreinigung der RNA
gegeben (3.1.2).

3.1.2 Isolierung und Aufreinigung von mRNA

Fiir die Isolierung und Aufreinigung der RNA wurde das NucleoSpin® RNA-Kit verwendet.
Die Lysate wurden durch den NucleoSpin® Filter fiir 1 min bei 11.000 rpm zentrifugiert, um
die Viskositdt zu senken und das Lysat zu isolieren. AnschlieBend wurden 350 ul 70 % Ethanol
hinzugegeben. Das Lysat wurde danach in ein NucleoSpin® RNA Column pipettiert, an dessen
Membran die mRNA gebunden hat. Nach einer Zentrifugation bei 11.000 rpm fiir 30 sec wurde
der Durchfluss verworfen. Im nédchsten Schritt wurde die Silica-Membran durch Zugabe von
350 pl MDB und Zentrifugation bei 11.000 rpm fiir 1 min entsalzt. Schlieflich wurde eine
DNase Mischung aus 10 pl rekonstituierter DNase und 90 ul Reaction Buffer for rDNase
hergestellt. Davon wurden nach dem Mischen 95 pl direkt auf die Silica-Membran gegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 60 min wurden 200 pl RAW2-Puffer hinzugegeben und fiir
30 sec bei 11.000 rpm zentrifugiert, um die Membran zu waschen. Im zweiten Waschschritt
wurde die Membran mit 600 pl RA3-Puffer gewaschen und erneut fiir 30 sec bei 11.000 rpm
zentrifugiert. Im letzten Waschschritt wurden 250 pul RA3-Puffer hinzugegeben und fiir 2 min
bei 11.000 rpm zentrifugiert, um die Membran komplett zu trocknen. Nach jedem Waschschritt
wurde der Durchfluss verworfen. Die Sdule wurde in ein Nuklease-freies Sammelrohr gesetzt.
Danach wurden 50 pl RNase freies H2O hinzugegeben und bei 11.000 rpm fiir 1 min

zentrifugiert. Im Anschluss folgte eine Konzentrationsbestimmung der mRNA (3.1.3).
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3.1.3 Photometrische Bestimmung von Nukleinsiure-Konzentrationen

Die Konzentration von gelosten Nukleinsduren wurde photometrisch iiber die Messung der
optischen Dichte mit dem NanoDrop™ 2000c Spectrophotometer quantifiziert. Dafiir wurde
eine Wellenlédnge von 260 nm verwendet, die dem Absorptionsmaximum von DNA und RNA
entspricht [170]. Fiir die Messung wurde 1 pl der in ddH>O geldsten Proben aufgetragen. Die
gemessene Konzentration der RNA wurde verwendet, um 2 ug der mRNA fiir die Synthese der

cDNA zu verwenden (3.1.4).

3.1.4 Synthese von cDNA aus mRNA
Fiir die Synthese der cDNA aus mRNA wurden zunéchst 2 pg der mRNA mit 1 pl Oligo (dT)

Primern gemischt und mit H,O auf 13 pl aufgefiillt. Die Oligo (dT) Primer hybridisieren an den
Polyadenylschwanz der mRNA. Das gewihrleistet, dass die gesamte mRNA als Matrize fiir die
Synthese des Erststrangs dient [171]. Das Gemisch wurde zur Denaturierung der
Sekundérstruktur fiir 5 min bei 70 °C erhitzt und anschlieend auf Eis abgekiihlt. Im néchsten
Schritt wurden 4 pl 5 x RT-Puffer, 2 pul dNTPs und 1 pl reverse Transkriptase (eine
RNA-abhéngige DNA-Polymerase, welche mRNA in cDNA umschreibt) hinzugegeben.
Anschlieend erfolgte eine Erhitzung auf 42 °C fiir 1 h. Wahrenddessen erfolgte die Synthese
des Erststrangs. Durch ein 10-miniitiges Erhitzen auf 72 °C kam es zu einer Inaktivierung der
reversen  Transkriptase. Im  ndchsten  Schritt wurde die c¢DNA mit der

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) vervielfaltigt (3.1.5).

3.1.5 Polymerase-Ketten-Reaktion
Zur Vervielfiltigung von DNA-Basenabfolgen wurde die PCR durchgefiihrt [172]. Dabei

wurden in jedem Zyklus jeweils drei Reaktionsschritte durchlaufen. Im ersten Schritt wurde die
DNA durch Erhitzen auf 98°C denaturiert. Durch das Aufbrechen von
Wasserstoftfbriickenbindungen entstanden DNA-Einzelstridnge. Diese waren fiir den nichsten
Schritt der Hybridisierung der Primer notwendig. Fiir die Bindung der Primer wurde die
Temperatur auf 55-60 °C runtergekiihlt. Dies erfolgte in Abhingigkeit von der Linge und
Sequenz der Primer. Im letzten Schritt wurde das Gemisch auf 72 °C, dem Temperaturoptimum
der thermostabilen DNA-Polymerase, erhitzt, wodurch eine Amplifikation der Einzelstrdnge
erfolgte. Die Einzelstrainge wurden ausgehend vom 3° Ende des Primers mit den freien
hinzugegebenen Nukleotiden durch die DNA-Polymerase aufgefiillt. Dieser Zyklus wurde
30-mal wiederholt. Vor dem ersten Zyklus erfolgte die initiale Denaturierung, damit sowohl

DNA als auch Primer vollstindig als Einzelstrang vorlagen. Durch die PCR kam es somit zu
26



Methoden

einer Vervielfiltigung der gewlinschten DNA-Basenabfolge. Des Weiteren wurde zur
Qualitdtskontrolle der hergestellten cDNAs eine PCR von GAPDH durchgefiihrt. Die PCR der
pcDNA3.1-SIRT4-eGFP und pcDNA3.1-SIRT4(H161Y)-eGFP-Konstrukte erfolgte zwecks

Sequenzierung. Die PCR-Ansétze wurden wie folgt angesetzt:

GAPDH PCR PCR pcDNA3.1-SIRT4-eGFP oder
pcDNA3.1-SIRT4(H161Y)-eGFP

1 ul cDNA 1 ul cDNA

5 ul 10 x DreamTaq™ Puffer 10 pl GC oder HF Puffer

4 ul MgCl, 2,5 ul forward Primer (10 pmol/ul) DF16

2,5 pl forward Primer (10 pmol/ul) DF97 2,5 pl reverse Primer (10 pmol/ul) DF17/DF510

2,5 pl reverse Primer (10 pmol/ul) DF98 1 ul dNTPs (10 mM)

1 pul ANTPs (10mM) 0,5 pl Phusion Polymerase

0,2 pl DreamTaq Polymerase 32,5 pl ddH,O

19,3 ul ddH,O
AnschlieBend wurde folgendes PCR-Programm fiir jeweils 30 Zyklen durchgefiihrt:

GAPDH PCR PCR
Initiale Denaturierung 5 min 98 °C 30 sec 98 °C
Denaturierung 30 sec 95 °C 10 sec 98 °C
Hybridisierung 30 sec 55 °C 15 sec 60 °C 30 Zyklen
Elongation 30 sec 72 °C 45sec 72 °C
Finale Elongation 5 min 72 °C 5 min 72 °C
Aufbewahrung 4°C 4°C

Fiir die finale Elongation schloss sich an den letzten Zyklus eine 5-miniitige Erhitzung auf

72 °C an. Anschlieend wurden die Proben auf 4 °C abgekiihlt.

3.1.6 Agarose-Gelelektrophorese

Eine Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroBe erfolgte mit der
Agarose-Gelelektrophorese. Hierfiir wurde 1,5 %ige Agarose hergestellt, indem 4,5 g
Agarosepulver in 300 ml TAE-Puffer (1 x) aufgekocht wurden [173]. Die Agarose wurde in
horizontale Gelelektrophoresekammern gegossen. 0,001 % HDGreen Plus, welches fiir die
Detektion von DNA/RNA unter UV-Licht notwendig ist, wurde hinzugegeben. Zur Ausbildung
von Geltaschen wurde ein Gelkamm in die Agarose gesteckt. Nachdem das Agarosegel
ausgehirtet war, wurde TAE-Puffer in die Gelkammer gegossen und der Gelkamm entfernt.
Zur Bestimmung der FragmentgroBBen wurde ein DNA-Grofenstandard aufgetragen. Dieser

ermoglicht die Zuordnung der aufgetrennten DNA-Fragmente zu definierten Léngen in
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Basenpaaren (bp). Den zu analysierenden Proben wurde Orange G Ladepuffer hinzugegeben,
dann wurden sie ebenfalls in die Geltaschen gegeben. Durch die Agarose-Gelelektrophorese
erfolgte eine Trennung der Fragmente nach GroB3e bei einer konstanten Spannung von 120 V
fiir circa 45 min. Anschliefend wurde die Auftrennung der DNA-Fragmente mit dem INTAS
Gel iX Imager detektiert.

3.1.7 Extraktion der DNA aus Agarosegelen

Mittels Agarose-Gelelektrophorese (3.1.6) erfolgte eine Auftrennung der DNA-Fragmente
entsprechend ihrer Grofe. Aufgrund der Zugabe von HDGreen Plus zur Agarose sind die
Banden durch die Anregung mittels UV-Licht durch den UV-Transilluminator sichtbar
geworden. Zur weiteren Verarbeitung wurde das gewiinschte Fragment mit einem Skalpell aus
dem Agarosegel ausgeschnitten. AnschlieBend wurde zur Extraktion der DNA das
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up-Kit verwendet. Das Gelfragment wurde gewogen. Pro
100 mg Agarosegel wurden 200 ul NTI-Puffer hinzugegeben. Das Gel wurde fiir 5-10 min auf
50 °C erhitzt und alle 2-3 min gemischt, bis es geschmolzen war. 700 pul des geschmolzenen
Gels wurden dann in ein NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column gegeben, um die DNA
zu binden. Nach einer Zentrifugation von 30 sec bei 11.000 rpm wurde der Durchfluss
verworfen und anschlieBend 700 pl NT3-Puffer zum Waschen der Silica-Membran
hinzugegeben. Es erfolgte eine erneute zweimalige Zentrifugation fiir 30 sec bei 11.000 rpm
zum Waschen der Membran. Zum Trocknen der Silica-Membran wurde eine Zentrifugation bei
11.000 rpm fiir 1 min durchgefiihrt. Als nichstes wurde das NucleoSpin® Gel and PCR Clean-
up Column in ein neues 1,5 ml Rohrchen gesetzt. Es erfolgte die Zugabe von 15-30 pl NE-
Puffer, wonach eine Inkubation fiir 1 min bei Raumtemperatur erfolgte. Anschlieend wurde

fiir 1 min bei 11.000 rpm zentrifugiert, um die DNA zu eluieren.

3.1.8 DNA-Sequenzierung

Von der bei der Gelextraktion (3.1.7) gewonnenen cDNA wurde zundchst die Konzentration
mithilfe des NanoDrop™ 2000c Spectrophotometer bestimmt. Das war notwendig, da je nach
Basenpaaren der zu analysierenden Sequenz eine bestimmte Konzentration — hier 12—70 ng/ul
— fiir die Sequenzierung bendtigt wurde. Insgesamt wurden 12 pl der DNA-Matrizenlésung und
3 pl der Sequenzier-Primerldsung an die Firma Microsynth Seqlab (Microsynth Seqlab,
Gottingen, Deutschland) geschickt. Diese hat die DNA-Sequenzierung zur Bestimmung der
Basenabfolge der aus dem Gel extrahierten cDNA, durchgefiihrt. Dabei wurde der firmeneigene

Primer T7 verwendet. Zur Analyse wurde das Programm Clustal Omega
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(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) verwendet.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden zunichst die adhdrenten HEK293-Zelllinien geerntet.
Dafiir wurden sie mithilfe einer Pipette vorsichtig mittels des vorhandenen Mediums von der
Zellkulturplatte abgelost. Die Zellen wurden dann mit dem Medium in ein
Falcon-Reaktionsgefal3 iiberfiihrt, auf Eis gestellt und 5 min lang bei 1.200 rpm zentrifugiert.
Das Medium wurde abgesaugt. Das verbleibende Zellpellet wurde dann in CHAPS-Lysepuffer
resuspendiert, wodurch die Zellen lysiert wurden. Je nach Grofle der Zellpellets wurden
unterschiedliche Mengen an CHAPS-Lysepuffer hinzugegeben. Die Suspension wurde in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem Auftauen wurde die Suspension gemischt und
fiir 10 min bei 4 °C und 14.000 rpm =zentrifugiert. Das Zelllysat wurde in ein neues
Reaktionsgefal tiberfiihrt und das Zelldebris verworfen. AnschlieBend wurde das Zelllysat zur
Proteinbestimmung (3.1.3) verwendet und ein Teil davon fiir Westernblot-Analysen (3.2.2) mit

Laemmli-Puffer versetzt. Das Zelllysat wurde zur weiteren Lagerung bei -20 °C eingefroren.

3.2.2 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bradford-Test durchgefiihrt [174]. Dieser
beruht auf einer photometrischen Messung, das heifit der Anderung des Absorptionsmaximums
des in der ROTI®Nanoquant Losung enthaltenen Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue-G250.
Zuerst wurden in eine 96-well-Platte jeweils 10 ul BSA-Standardlésungen von 0, 100, 200, 300,
400, 500 und 600 pg/ml gegeben. Diese dienten zur Erstellung einer Standardkurve.
Anschlieend wurden 2 pl der zu analysierenden Zelllysate in 58 ul PBS gegeben. Jeweils 10 pl
dieses Gemischs wurden auf die 96-wel/-Platte pipettiert. SchlieBlich wurden 200 pl der 1:5 in
ddH2O verdiinnten ROTI®Nanoquant-Losung zu jedem well hinzugegeben. Darauthin folgte
eine 7-miniitige Inkubationszeit bei Raumtemperatur. Wéahrend dieser bindet der Farbstoff an
das Protein, wodurch sich das Absorptionsmaximum von 470 nm (ungebundener Zustand) auf
595 nm (proteingebundener Zustand) verschiebt. Im ungebundenen Zustand erscheint der
Farbstoff rot und im gebundenen Zustand blau [174]. Die Verschiebung des
Absorptionsmaximums wurde durch die Messung der optischen Dichte mit dem Tecan infinite
M200 PRO Reader analysiert. Die Proben wurden zunichst fiir 4 sec geschiittelt und dann bei
450 nm und 595 nm gemessen. Da die Proben als Duplikate aufgetragen wurden, wurde

zundchst der Mittelwert der Messwerte bestimmt. AnschlieBend erfolgte die Berechnung des
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Quotienten aus den optischen Dichten von 595 nm und 450 nm. Aus den berechneten Werten
der BSA-Standardproben wurde eine Eichgrade erstellt, deren Steigung und Y-Achsenabschnitt
zur Berechnung der Proteinkonzentrationen verwendet wurden. Die Berechnung erfolgte

mithilfe des Programmes Microsoft Excel 2016.

3.2.3 Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrvlamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, einem diskontinuierlichen
System, wurden die Proteine entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt. Zur Verhinderung des
Auslaufens des Gels wurde zunédchst ein 0,5 %iger Agarosefull gegossen. Anschlielend wurden
die Gele vorbereitet. Fiir die Auftrennung gréBerer Proteine wurden niedrigprozentige, fiir
kleinere Proteine hingegen hoherprozentige Gele verwendet. Dies ermdglichte eine optimale
Auftrennung der Proteine im Bereich der zu analysierenden MolekiilgroBBe [175]. Die Gele

wurden wie folgt vorbereitet:

Trenngel fiir 2 Gele Sammelgel fiir 2 Gele
Prozentualitit 8% 10 % 13 % 15 % 5%
ddH,O 9,2 ml 8,0 ml 6,0 ml 4,6 ml 3,4 ml
Acrylamid (30 %) 5,4 ml 6,6 ml 8,6 ml 10 ml 1 ml
Trenngel-Puffer 5,2 ml 5,2 ml 5,2 ml 5,2 ml -
Sammelgel-Puffer - - - - 1,5 ml
APS (10 %) 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 60 ul
TEMED 12 ul 8 ul 8 ul 8 ul 6 ul

Als Erstes wurde das circa 6 cm hohe Trenngel zwischen die beiden Glasplatten gegossen.
Unmittelbar danach wurden circa vier Tropfen Isopropanol auf das Gel aufgetragen, um
Luftblasen zu entfernen und einen scharfen Ubergang zwischen Trenngel und Sammelgel zu
gewdhrleisten. Nach dem Aushérten des Gels wurde das Isopropanol abgegossen und die
Uberreste wurden mit Whatman™-Papier entfernt. AnschlieBend wurde das Sammelgel auf das
Trenngel gegossen. In das Sammelgel wurde ein 1,0 mm breiter Gelkamm fiir die Ausbildung
der Geltaschen eingesetzt. Die Gele wurden in die Gelelektrophoresekammer gestellt, welche
mit Laufpuffer aufgefiillt wurde. Zur Bestimmung der Molekulargewichte wurde in die erste
Geltasche der Proteingrof3enstandard PageRuler™ Prestained Protein Ladder aufgetragen. In
die weiteren Geltaschen wurden 75 pg der mit Laemmli-Puffer versetzten Proben pipettiert.
Diese wurden zuvor, nach der Proteinbestimmung nach Bradford (3.2.2), mit Laemmli-Puffer
versetzt und fiir 10 min bei 95 °C erhitzt. Ziel war es, Wasserstoftbriickenbindungen

aufzubrechen und Proteine in ihre Primaérstruktur zu tberfiihren. Zusitzlich bewirkte der
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Laemmli-Puffer die Spaltung von Disulfidbriicken. Nach Beladung der Gele mit den Proben
wurde die Kammer geschlossen und an das Biorad PowerPac™ HC angeschlossen. Bei einer
konstanten Spannung von 90 Volt migrierten die Proteine groBenabhingig in Richtung der
Anode und wurden entsprechend aufgetrennt. Nach 90—120 min erreichte die Laufmittelfront
die Agarose und die Spannung wurde abgeschaltet. Danach wurden die Gele entnommen und

fur den Westernblot vorbereitet.

3.2.4 Westernblot

Nachdem die Proteine durch die Gelelektrophorese entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt
wurden, erfolgte der Westernblot, um die Proteine auf eine Membran zu iibertragen und
anschliefend mit Antikorpern sichtbar zu machen [176]. Zuerst wurde dafiir das Gel aus der
Gelelektrophoresekammer entfernt, danach folgte die Entfernung des Sammelgels und der
Agarose. Angewendet wurde im Folgenden der Semi-Dry Blot. Hierfir wurden die
Nitrozellulose- oder PVDF-Membranen sowie das Whatman™-Papier zurechtgeschnitten. Die
Membranen und das Whatman™-Papier wurden in Transferpuffer eingelegt, wobei die
PVDF-Membran zuvor fiir 2 min in Methanol aktiviert wurde. Fiir den Semi-Dry Blot wurden
als Erstes vier Whatman™-Papiere und eine Membran in die Transferkammer gelegt. Das Gel
wurde auf die Membran aufgelegt und anschlieend vorsichtig iiberrollt, um Luftblasen
vollstidndig zu entfernen. Auf das Gel wurden erneut vier Whatman™-Papiere gelegt. Nach dem
SchlieBen der Transferkammer wurde diese in das Trans-Blot® Turbo™ Blotting-System
eingesetzt. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgte bei 20 V und 1 A iiber 60 min. Nach
dem Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte das Blockieren der Membran {iber Nacht
bei 4 °C in 5 ml 3 % BSA. Dies hatte den Grund, unspezifische Proteinbindungsstellen der
Antikorper zu blockieren [176]. Zur Analyse der Antikérper o-ATGI13, o-FIP200,
a-Phospho-ULK1 (Ser638), a-Phospho-ULK1 (Ser758) und a- ULK1 erfolgte das Blockieren
der Membran fiir 1 h bei Raumtemperatur in 5 ml 5 % Trockenmilchpulver, welches in TBS-T
gelost wurde. Bei dieser Blockierungsmethode erfolgten vor und nach dem Blockieren der

Membran jeweils drei Waschschritte der Membran mit 5 ml TBS-T.

3.2.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Fiir den immunologischen Nachweis von Proteinen wurde die Membran mit einem priméren
und in 5 ml TBS-T verdiinnten Antikorper inkubiert, welcher spezifisch das zu analysierende
Protein erkennt und bindet. Die Membran wurde iiber Nacht bei 4 °C unter Rotation inkubiert.

Anschlieflend wurde die Membran entnommen und drei Mal fir 5 min mit 5 ml TBS-T
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gewaschen, um unspezifisch gebundene Antikérper abzulosen. Um Kontaminationen zu
vermeiden, wurden dem priméren Antikérperbad 50 pl NaNj3 zugesetzt, sodass es bei 4 °C
gelagert und mehrfach verwendet werden konnte. SchlieBlich wurde die Membran fiir 1 2 h
lichtgeschiitzt und unter Rotation mit dem in 5 ml TBS-T verdiinnten fluoreszierenden
Sekundirantikdrper inkubiert. Dieser bindet an den primiren Antikdrper. Nach erneutem
dreimaligem Waschen fiir jeweils 5 min mit 5 ml TBS-T erfolgte die Detektion der
fluoreszierenden Sekundérantikdrper. Die Messung wurde mit dem LI-COR ODYSSEY® XF
durchgefiihrt. Dabei wurde je nach verwendetem Sekunddrantikérper bei einer Wellenlédnge

von 700 nm oder 800 nm gemessen.

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen
Die eukaryotischen HEK293-Zelllinien wurden in T-75 Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 %
COz in einem HERAcell vios 250i Inkubator kultiviert. Jeden dritten bis vierten Tag wurden die

Zellen bei einer Konfluenz von circa 80-90 % passagiert. Fiir das Passagieren wurde zunéchst
das Medium abgesaugt und die Zellen wurden mit 2 ml PBS”~ gewaschen. AnschlieBend wurde
das PBS™ abgesaugt. Zum Abldsen von der Oberfliche und zum Vereinzeln wurden die Zellen
fiir 6 min in 1,5 ml Trypsin in einem HERAcell vios 250i Inkubator inkubiert. Das Trypsin
wurde neutralisiert, indem circa 7 ml des DMEM-Zellkulturmediums hinzugegeben wurden.
Im Anschluss wurden die Zellen im Verhiltnis 1:10 gesplittet. Dafiir wurde ein Teil des
zellhaltigen Mediums abgesaugt oder zum Ansetzen von Experimenten in ein 15 ml Falcon-
Reaktionsgefal iiberflihrt. Zu den in der Zellkulturflasche verbliebenen Zellen wurden 13 ml
frisches Medium hinzugegeben. Zuletzt wurden zu den stabil-transfizierten Zelllinien zur
Nachselektion 1,5 pg/ml Puromycin oder 400 pg/ml G418 hinzugegeben, je nach
Antibiotikaresistenz (2.9).

3.3.2 Zellzihlung mit der Neubauerzihlkammer

Zum Ansetzen der Experimente erfolgte die Zellzdhlung mittels Neubauerzdhlkammer, um
definierte  Zellmengen auf Zellkulturplatten auszubringen. Hierfir wurde die
Neubauerzdhlkammer mit 70%  Ethanol  gesdubert und anschlieBend das
Hamatozytometer-Deckglas draufgeschoben. Dieses hatte die richtige Position, wenn auf den
Stegen Newton‘sche Ringe sichtbar wurden. 20 ul Zellen-enthaltendes Medium wurden mit
20 ul  Trypanblau gemischt. Von diesem Gemisch wurden dann 10 pl auf die

Neubauerzdhlkammer aufgetragen. Anschliefend wurden die Zellen in den Kaéstchen der
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Neubauerzdhlkammer ausgezéhlt, inklusive der Zellen an der oberen und rechten Begrenzung
von drei der vier Quadranten. Gezédhlt wurden nur weil3e, lebendige Zellen. Durch Trypanblau
angefarbte, tote Zellen hingegen haben keine intakte Membran, welche Trypanblau
hinaustransportiert und erscheinen durch die Akkumulation von Trypanblau im Zellinneren
blau [177]. Nach dem Zdhlen der lebendigen Zellen erfolgte eine Berechnung der Zellzahl.
Hierzu wurde zuerst der Quotient aus allen drei Quadranten gebildet und mit dem Faktor zwei,
dem Verdiinnungsfaktor mit Trypanblau, multipliziert. Dadurch ergab sich die Zellzahl pro ml.
Diese wurde benétigt, um eine genaue Zellzahl auf den Zellkulturplatten fiir Experimente

auszubringen (3.3.3).

3.3.3 Aussaat eukaryotischer Zellen fiir Experimente

Fiir die Durchfiihrung von Experimenten wurden die Zellen auf Zellkulturplatten ausgesét. Die
Zellen wurden zunichst mit Hilfe der Neubauerzahlkammer gezéhlt (3.3.2). AnschlieBend
wurde eine gleiche Anzahl an Zellen ausgeséit, damit bei spaterer Behandlung eine moglichst
vergleichbare Zellkonfluenz resultierte. Dabei wurde je nach Zelllinie eine definierte Zellzahl
gewdhlt, da sie unterschiedlich schnell proliferierten. Folgende Zellzahlen wurden daher
ausgesat:

Tabelle 11: Ubersicht der Anzahl an ausgesiiten Zellen

Zelllinie 6-well 10 cm 15 cm
Zellkulturplatte Zellkulturplatte Zellkulturplatte
HEK 293 1 x 10% Zellen
HEK?293 eGFP 0,06 x 10° Zellen 0,44 x 10° Zellen 1 x 10° Zellen
HEK?293 SIRT4-eGFP 0,09 x 10° Zellen 0,66 x 10° Zellen 1,5 x 10° Zellen
HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP 0,09 x 10° Zellen 0,66 x 10° Zellen 1,5 x 10° Zellen

Je nach Kulturplatte wurden unterschiedliche Mengen an DMEM-Zellkulturmedium
verwendet:

Tabelle 12: Ubersicht iiber das Volumen an verwendetem Medium pro Zellkulturplatte

Kulturplatte Medium
6-well Zellkulturplatte 2 ml

10 cm Zellkulturplatte 10-13 ml
15 cm Zellkulturplatte 30 ml

3.3.4 Einfrieren, Lagern und Auftauen von Zelllinien

Um Zelllinien langfristig zu lagern, wurde ein Kryomedium aus 90 % FCS und 10 % DMSO

angesetzt. Nach dem Trypsinisieren der Zellen (3.3.1) wurden den Zellen zuerst 10 ml Medium
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hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die Zellen in ein 15 ml Falcon-Reagiergefal3 iiberfiihrt und
fiir 5 min bei 1.200 rpm zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Mediums wurde das Zellpellet
in 2 ml Kryomedium resuspendiert. Davon wurden jeweils 1 ml in ein Nunc™ Kryordhrchen
gegeben. Die KryorShrchen wurden in einen mit Isopropanol gefiillten Kryo-Einfrierbehilter
iiberfiihrt. Dieser wurde dann in den -80 °C Gefrierschrank gestellt, was ein langsames
Einfrieren der Zellen um circa 1 °C pro Minute ermoglichte. Nach 24 h wurden die Zellen
entnommen und ohne den Kryo-Einfrierbehilter bei -80 °C gelagert.

Fiir das rasche Auftauen wurden die Kryorohrchen in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt.
Die Zellen wurden in ein mit 5 ml Zellkulturmedium gefiilltes 15 ml Falcon-Reagiergefal3
tiberfiihrt und danach bei 1.200 rpm fiir 5 min abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen
in frischem Zellkulturmedium in eine neue Zellkulturflasche tberfiihrt. Je nach
Antibiotikaresistenz wurden dem Zellkulturmedium 1,5 pg/ml Puromycin oder 400 pg/ml

G418 zugesetzt (2.9).

3.3.5 Behandlung von Zellen mit einem Induktor der Autophagie/Mitophagie und

spezifischen Proteininhibitoren

Fiir die Experimente wurden die Zellen bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 40 % mit einem
Induktor der Autophagie und spezifischen Proteininhibitoren behandelt, welche wie folgt
eingesetzt wurden:

Tabelle 13: Auflistung verwendeter Substanzen zur Behandlung der Zellen

Substanz Angesetzt in Stamm- Arbeitskonzentration Dauer der Behandlung
konzentration / Informationen
BafAl DMSO 1 mM 500 nM 4h
[178]
CoCl, ddH,O 25 mM 400 uM 6h/24h/36h
[115,179]
MYLS22 DMSO 10 mM S5uM/20 uM /50 uM  24h
[180]
Tubacin DMSO 500 uM 2 uM 24 h
[54]

Zur Behandlung der Zellen mit BafAl wurde die BafA1 Stocklosung 1:10 in DMSO verdiinnt
und schlieBlich fiir die letzten 4 h der CoCly-Behandlung hinzugegeben. Die CoCl>-Losung

wurde jeweils frisch in ddH>O angesetzt.

3.3.6 Ernten von Zellen

Nach der Behandlung fiir die gekennzeichneten Zeitrdume wurden die Zellen geerntet. Dazu
wurden die Zellen mithilfe einer Pipette mit dem vorhandenen Medium von der Oberflache der

Zellkulturplatte abgespiilt und in ein Falcon-Reaktionsgefd3 {iiberfiihrt. Es folgte eine
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Zentrifugation bei 1.200 rpm fiir 5 min. Nach dem Absaugen des Mediums erfolgte eine
Zelllyse durch Resuspendieren des Zellpellets in CHAPS-Lysepuffer (2.7). Schlielich wurden
die Zellen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und das Zelllysat hergestellt (3.2.1).

3.3.7 Zellkultur unter Hypoxie

Die Zellen wurden mit der Neubauerzdhlkammer gezdhlt (3.3.2) und anschlieBend auf
Zellkulturplatten (3.3.3) ausgesét. Die Zellen wurden fiir zwei Tage wachsen gelassen, bis sie
eine Konfluenz von 45 % erreichten. Im Anschluss wurden die Zellen in der Hypoxiekammer
HERAcell 150i bei 37 °C, 5 % COz und 1 % O2 Sauerstoffgehalt inkubiert. Dabei wurde die
niedrige O»-Konzentration durch die Zufuhr von Stickstoff erreicht. Zu einem vorher
festgelegten Zeitpunkt wurden die Zellen nach einzelner Entnahme der Zellkulturplatten
unverziiglich geerntet (3.3.6). AnschlieBend wurde lediglich eine einzelne Zentrifugation von
4 min durchgefiihrt, um eine moglichst kurze Exposition der Zellen mit einer Normoxie zu
gewihrleisten. Die Gesamtzelllysate wurden anschlieend auf dieselbe Weise gewonnen wie

jene von Zellen, die unter normoxischen Bedingungen kultiviert wurden (3.3.6).

3.3.8 Durchflusszytometrie

RegelmiBig wurde eine Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)-Analyse durchgefiihrt,
um sicherzustellen, dass die untersuchten Zelllinien die transfizierten SIRT4-eGFP und
SIRT4(H161Y)-eGFP-Proteine stabil exprimieren. Dafiir wurden nach dem Trypsinisieren und
nach der Zugabe von Medium (3.3.1) 2 ml der Zellen entnommen und in ein
durchflusszytometrie-geeignetes Polystyrene Round-Bottom Tube iiberfiihrt, welches auf Eis
gestellt wurde. Anschlieend erfolgte die Messung der eGFP-Fluoreszenz mittels des BD
FACSCanto™ [I-Durchflusszytometers.

3.4 Statistische Methoden
3.4.1 Westernblot

Fiir die Analyse von Westernblots wurde zundchst mit dem Programm /mage J die Intensitit
der spezifischen Proteinbanden quantifiziert. Diese wurde dann auf die entsprechende
Ladungskontrolle bezogen. Dafiir wurden zundchst Rechtecke um die zu analysierenden
Banden gezogen. Nach dem Setzen aller Rechtecke wurden Graphen berechnet, welche die
relative Intensitit der Banden widerspiegelten. Als Néchstes wurde eine Grundlinie gezogen,
durch welche das Hintergrundsignal des Westernblots herausgerechnet wurde [181].

SchlieBlich wurden die Flidchen unter den Kurven (4rea under the curve) bestimmt, welche die
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Intensitdt der Banden widerspiegelten und in optischer Dichte/mm? angegeben wurden.
Zusitzlich wurde von jedem Immunoblot eine Ladungskontrolle durchgefiihrt, um den Einfluss
der Ladungen unterschiedlicher Proteinmengen auf den Westernblot herauszurechnen. Hierfiir
wurde das relative Verhiltnis der Intensitét der Banden des zu analysierenden Proteins zu denen
der Ladungskontrolle gebildet. Diese Werte wurden dann mittels Microsoft Excel 2016
zusammengefasst. Zur statistischen Analyse wurde mittels GraphPad Prism 9 ein
Two-Way-Anova- oder One-Way-Anova-Test angewendet — abhingig von den zu
analysierenden Werten. AnschlieBend erfolgte ein Tukey's multiple comparisons-Test, wodurch
die Signifikanz gepriift wurde. Gezeigt wurde jeweils der Mittelwert & der Standardabweichung
(SD). Dabei galt ein Signifikanzniveau von *p < 0,05. Des Weiteren galt **p < 0,01 und
*H%p <0,001.

3.4.2 Durchflusszvtometrie

Zur Analyse der durchflusszytometrischen Messung des GFP-Signals wurden zunichst mit dem
Programm FlowJo die lebenden Zellen markiert, welche analysiert werden sollten.
AnschlieBend wurde die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) des Signals des GFP-A-Kanals
berechnet, indem der Median des Signals bestimmt wurde. Die Werte der
durchflusszytometrischen Messungen wurden dann mittels Microsoft Excel 2016
zusammengefasst. Zur statistischen Analyse wurde mittels GraphPad Prism 9 — abhingig von
den zu analysierenden Werten, ein Two-Way-Anova- oder One-Way-Anova-Test angewendet.
AnschlieBend erfolgte ein Tukey's multiple comparisons-Test, wodurch die Signifikanz gepriift
wurde. Gezeigt wurde jeweils der Median = der Standardabweichung (SD). Dabei galt ein

Signifikanzniveau von *p < 0,05. Des Weiteren galt **p < 0,01 und ***p < 0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression von SIRT4-eGFP und dessen dominant-negativer Mutante
SIRT4(H161Y)-eGFP in stabil transfizierten HEK?293-Zellen
In dieser Arbeit wurden stabil transfizierte und mittels G418 selektierte HEK293-Zelllinien

verwendet, um Wildtyp- und mutiertes SIRT4 als C-terminales eGFP-Fusionsprotein zu
exprimieren. Neben SIRT4-eGFP-exprimierenden HEK293-Zellen wurden Zellen analysiert,
die SIRT4(H161Y)-eGFP als enzymatisch inaktive Mutante von SIRT4 exprimieren (1.3.1). Es
erfolgte eine regelmiBige Kontrolle der Expression von eGFP, SIRT4-eGFP sowie
SIRT4(H161Y)-eGFP mittels Westernblot-Analysen und Durchflusszytometrie. Dadurch
konnte eine konstante Expression sichergestellt und Verdnderungen der Zelllinien
ausgeschlossen werden. Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten eine iiber die Zeit
konstante Expression von eGFP, SIRT4-eGFP und SIRT4(H161Y)-eGFP in den analysierten
HEK?293-Zelllinien. Dabei war die Expression von SIRT4-eGFP und SIRT4(H161Y)-eGFP
deutlich schwécher als die von eGFP. Des Weiteren zeigte SIRT4(H161Y)-eGFP eine deutlich
geringere Expression im Vergleich zu Wildtyp SIRT4-eGFP (Abb. 9A,B). Vergleichbare
Befunde ergaben sich bei der Analyse der SIRT4-eGFP-Expression im Vergleich zur
SIRT4(H161Y)-Expression mittels der Immunoblotmethode. Dabei lieB sich ebenfalls eine
geringere Expression an SIRT4(H161Y)-eGFP im Vergleich zu SIRT4-eGFP in
HEK293-Zellen nachweisen (Abb. 9C,D). SIRT4(H161Y)-eGFP weist gegeniiber
SIRT4-eGFP zwar eine geringere Expression auf, jedoch war SIRT4(H161Y)-eGFP in dieser

Arbeit primér und ursidchlich mit den beobachteten Phinotypen assoziiert.
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Abb. 9: FACS- und Immunoblot-basierte Messung der SIRT4-eGFP/SIRT4(H161Y)-Expression
in stabilen HEK293-Zelllinien.

(A) Aufgetragen ist die Fluoreszenzintensitét (Griin fluoreszierendes Protein (GFP-A), logarithmische
Skala) der HEK293 eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP und HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen in
Relation zu der gemessenen Zellzahl. Als GFP-Negativkontrolle wurden parallel Wildtyp
HEK?293-Zellen untersucht. (B) Gezeigt ist die quantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitit. Die
mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) entspricht dabei dem Median von GFP-A. Das eGFP Signal in
HEK293 eGFP-Zellen wurde iibersichtshalber aufgrund der starken Fluoreszenzintensitit nicht
aufgetragen. Die gezeigten Daten wurden mittels der FlowJo Software analysiert und mit GraphPad
Prism statistisch ausgewertet. Die Daten reprasentieren den Median + Standardabweichung (SD). Fiir
die statistische Auswertung wurde eine One-Way-Anova, gefolgt vom Tukey’s-Test, verwendet
(**p < 0,01 und ***p < 0,001; N = 3—4). (C) Darstellung einer Westernblot-Analyse von SIRT4-eGFP
mit a-Tubulin als Ladungskontrolle nach der Behandlung der HEK293 eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP
und HEK?293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen mit CoCl, (400 uM). (D) Gezeigt ist die statistische
Auswertung der SIRT4-eGFP/SIRT4(H161Y)-eGFP-Immunoblotsignale in Bezug auf die
Ladungskontrolle a-Tubulin. Die Auswertung erfolgte densitometrisch mittels /mageJ gefolgt von einer
statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die Daten reprdsentieren den Mittelwert +
Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde eine Two-Way-Anova, gefolgt vom
Tukey ’s-Test, verwendet (*p < 0,05; N = 6). Publikation der Ergebnisse als Preprint in Lehmkuhl, Amin
etal., 2025[182].

Um die Identitit der transfizierten Zelllinien zusitzlich zu {berpriifen, wurde eine
Sequenzierung der stabil exprimierenden SIRT4-cDNAs in HEK293 SIRT4-eGFP-Zellen und
HEK?293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen durchgefiihrt. Dafiir wurden die Zellen zunichst
aufgeschlossen (3.1.1) und mRNA isoliert (3.1.2). SchlieBlich erfolgte die Synthese von cDNA
aus mRNA (3.1.4) sowie die Vervielfiltigung der cDNA mittels Polymerase-Ketten-Reaktion
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(3.1.5). Die DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese nach ihrer Grof3e
aufgetrennt (3.1.6), gefolgt von der Extraktion der gewiinschten DNA-Fragmente aus dem Gel
(3.1.7). Zuletzt erfolgte die DNA-Sequenzierung mittels des Primers T7 (3.1.8) (Abb. 10).

SIRT4-eGFP GCGCCTGACAGAGCTCCACGGATGCATGGACAGGGTCCTGTGCTTGGATTGTGGGGAACA 534
pcDNA3.1-SIRT4-eGFP GCGCCTGACAGAGCTCCACGGATGCATGCGACAGGGTCCTGTGCTTGCGATTGTGGGGAACA 1440
SIRT4(H161Y)-eGFP GCGCCTGACAGAGCTCTACGGATGCATGGACAGGGTCCTGTGCTTGGATTGTGGGGAACA 502

L€}
R N

Abb. 10: Ergebnis der Sequenzierung der SIRT4-eGFP und SIRT4(H161Y)-eGFP-Transkripte in
stabil exprimierenden HEK293-Zellen.

Dargestellt ist das Ergebnis der Sequenzierung der SIRT4-cDNAs in stabil transfizierten
HEK?293-Zelllinien. Als Vergleich diente die Sequenz des pcDNA3.1-SIRT4-eGFP-Plasmids. Gelb
markiert ist der nachgewiesene Nukleotidsequenz-Unterschied C = T bei der H161Y-Mutation. Mit *
markiert sind {ibereinstimmende Basen. Das Sequenz-Al/ignment wurde mittels Clustal Omega erstellt.
Basen: Guanin (G), Cytosin (C), Adenin (A) und Thymin (T).

Bei der Sequenzierung zeigte sich eine Ubereinstimmung der Nukleotidsequenz der cDNA bei
SIRT4-eGFP mit der Sequenz des Expressionsvektors pcDNA3.1-SIRT4-eGFP. Dies bestitigte
die Identitédt der Zellen. Bei der cDNA von den SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen zeigte sich an
Nukleotidposition 1397 der pcDNA3.1-SIRT4-eGFP ein Basenaustausch von Cytosin (C) zu
Thymin (T) (Abb. 10). Dies fiihrte zu einer Anderung des Codons CAC zu TAC (Adenin (A)).
Dabei kodiert das Codon CAC fiir die Aminosdure Histidin (H), welche der
Aminosédurenposition 161 von SIRT4 entspricht. Das in SIRT4(H161Y)-eGFP nachgewiesene
Codon TAC hingegen kodiert fiir die Aminosdure Tyrosin (Y). Somit wurde der Austausch der

Aminosédure Histidin gegen Tyrosin bei den HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen bestétigt.

4.2 Aktivierung von HIF-1a durch die CoClz-vermittelte Pseudohypoxie

In dieser Arbeit wurde die Rolle von SIRT4 und seinen Interaktionspartnern OPA1 und HDAC6
in der CoClz-induzierten Autophagie untersucht. CoCl, und Hypoxie sind als Stimulatoren der
Autophagie bekannt (1.2.4). CoCl; induziert eine Pseudohypoxie durch die Inhibition des
Abbaus von HIF-1a, wodurch eine Hypoxie simuliert wird (1.2.4). Um die HIF-1a-Aktivierung
durch CoClx-Behandlung nachzuweisen, wurden zundchst die zu analysierenden Zellen
ausgesit und bei einer Konfluenz von 40-50 % mit 400 uM CoCl, behandelt. Die Zellen
wurden schlieBlich nach einer Inkubationsdauer von 24 h geerntet. Um das Ansprechen der
Zellen auf die CoCly-Behandlung zu tiberpriifen, wurde die Stabilisierung von HIF-1a mittels

der Westernblot-Methode analysiert (Abb. 11).
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Abb. 11: Aktivierung von HIF-la durch CoCl; in SIRT4/SIRT4(H161Y)-exprimierenden
HEK?293-Zellen.
Gezeigt ist eine Westernblot-Analyse der Aktivierung von HIF-la sowie die Ladungskontrolle
(a-Tubulin) nach CoCl,-Behandlung von stabilen HEK293 eGFP-Zellen, HEK293 SIRT4-eGFP-Zellen
und HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen. Publikation der Ergebnisse als Preprint in Lehmkuhl, Amin
etal., 2025 [182].

Nach der Induktion einer Pseudohypoxie durch Behandlung mittels CoClz lieB sich dabei in
den drei analysierten Zelllinien ein Anstieg der HIF-1a-Proteinmengen nachweisen (Abb. 11).
Somit konnte die CoCl2-Behandlung in den folgenden Experimenten fiir die Induktion einer
Pseudohypoxie verwendet werden. Hierbei schien der Anstieg der HIF-1a-Proteinmengen in
SIRT4(H161Y)-eGFP geringer auszufallen. Jedoch zeigte sich wie in Lehmkuhl, Amin et al.
[182] verdffentlicht, dass in HEK293 SIRT4(H161Y)-myc-Flag-Zellen der Anstieg der
HIF-1a-Proteinmengen vergleichbar zu den anderen analysierten Zelllinien ausfiel. Daher
schien der in diesem Westernblot (Abb. 11) beobachtete verringerte Anstieg von HIF-1a keinen
Einfluss auf die Ergebnisse zu haben. Im Einklang damit konnte die reduzierte LC3B-
Aktivierung nach CoCl2-Behandlung ebenfalls mittels der LC3eGFP/RFP-Methode in HEK293
SIRT4(H161Y)-myc-Flag-Zellen bestatigt werden [182].

Zudem wurde die Morphologie der Zellen nach der Behandlung mit CoCl, mittels eines

invertierten Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskops beurteilt (Abb. 12, Abb. 13 und Abb. 14).
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eGFP

Abb. 12: Mikroskopische Aufnahmen der HEK293 eGFP-Zellen.

(A) Mikroskopische Aufnahmen unbehandelter HEK293 eGFP-Kontrollzellen. (B) Mikroskopische
Aufnahme von HEK293 eGFP-Zellen nach CoCl,-Behandlung. Die Aufnahmen wurden mit einem
invertierten Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop und einer 10 x VergroBerung (Brightfield)
aufgenommen. Dabei entspricht der GroBenstandard 250 pm. Die Ausschnitte sind um 200 %
vergrofert. Weiterhin ist die Schérfe der Ausschnitte um 100 % erhoht, sowie die Helligkeit und der
Kontrast um 15 %. Diese Anpassungen ermdglichen eine optimierte Darstellbarkeit der Zellen.
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Abb. 13: Mikroskopische Aufnahmen der HEK293 SIRT4-eGFP-Zellen.

(A) Mikroskopische Aufnahmen unbehandelter HEK293 SIRT4-eGFP-Zellen. (B) Mikroskopische
Aufnahme von HEK293 SIRT4-eGFP-Zellen nach CoCl,-Behandlung. Die Aufnahmen wurden mit
einem invertierten Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop mit einer 10 x VergroBerung (Brightfield)
aufgenommen. Dabei entspricht der GroBenstandard 250 pm. Die Ausschnitte sind um 200 %
vergroBert. Weiterhin ist die Schérfe der Ausschnitte um 100 % erhdht, sowie die Helligkeit und der
Kontrast um 15 %. Diese Anpassungen ermoglichen eine optimierte Darstellbarkeit der Zellen.

42



Ergebnisse

i

SIRT4(H161Y
B ™

T >
k : - | SIRT4(H161Y)-eGFP
% | coCl, (400 uM, 24 h)
s I - JE g - ot & -
e : y = “;:_.,:s’ ; "o :
E -:.\u, .__}:: ; 6}. ew 4
3 3 I “é; @ : }‘:m-
b —3-—4—9—&3 > o v

Abb. 14: Mikroskopische Aufnahmen der HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen.

(A) Mikroskopische  Aufnahmen  unbehandelter HEK293  SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen.
(B) Mikroskopische Aufnahme der HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen nach CoCl,-Behandlung.
Die Aufnahmen wurden mit einem invertierten Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop mit einer 10 x
VergroBerung (Brightfield) aufgenommen. Dabei entspricht der GroBenstandard 250 um. Die
Ausschnitte sind um 200 % vergrofert. Weiterhin ist die Schérfe der Ausschnitte um 100 % erhoht,
sowie die Helligkeit und der Kontrast um 15 %. Diese Anpassungen ermdglichen eine optimierte
Darstellbarkeit der Zellen.

Bei den mikroskopischen Aufnahmen lie3 sich bei allen drei analysierten und unbehandelten
Zelllinien eine Konfluenz von etwa 90 % nachweisen (Abb. 12A, Abb. 13A und Abb. 14A).
Bei den CoCl-behandelten Zellen zeigte sich hingegen eine Abrundung der Zelloberfliche
(Abb. 12B, Abb. 13B und Abb. 14B). Hierbei war die Abrundung der Zelloberfldche bei den
HEK293 eGFP-Zellen am deutlichsten ausgepragt (Abb. 12B). Die gleichzeitig beobachtete
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geringere Wachstumskonfluenz in allen analysierten Zelllinien (45-55 %) war vermutlich auf
eine reduzierte Proliferation zuriickzufithren (Abb. 12B, Abb. 13B und Abb. 14B).
Zusammenfassend zeigte sich eine Abrundung und verringerte Konfluenz der Zellen nach
CoClz-Behandlung. Im Gegensatz zu einer Proliferationshemmung konnte mikroskopisch kein

Anhalt auf eine erhohte Apoptoserate in allen CoClz-behandelten Zellen beobachtet werden.

4.3 Einfluss einer erhohten Expression von SIRT4 und SIRT4(H161Y) auf die

CoCl-induzierte Autophagie
4.3.1 Die ektopische Expression von SIRT4(H161Y) inhibiert den Anstieg von LC3B-I11

unter Pseudohypoxie

SIRT4 hat einen positiven wie auch negativen regulatorischen Einfluss auf die Autophagie,
sodass nach SIRT4-Expression in verschiedenen Studien erhohte wie auch erniedrigte
LC3B-II-Proteinmengen beobachtet wurden (1.3.2). In dieser Arbeit erfolgte die Analyse der
Wirkung von SIRT4 auf die Autophagie nach Induktion einer Pseudohypoxie durch die
Behandlung mit CoCl, (1.2.4). Das Ansprechen auf die CoCl-induzierte Pseudohypoxie
konnte durch einen Anstieg an HIF-la nachgewiesen werden (4.2). Fiir die Experimente
wurden HEK293 eGFP-Zellen als Kontrollzellen sowie HEK293 SIRT4-eGFP-Zellen und die
enzymatisch inaktive Mutante HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP verwendet. Die Zellen wurden
je nach Grofle der Zellkulturplatten mit einer definierten Zellzahl ausgebracht (3.3.3) und
schlieBlich bis zu einer Konfluenz von 40-50 % wachsen gelassen. Zur Induktion der
Pseudohypoxie wurden die Zellen mit 400 uM CoCl fiir 24 h oder 36 h behandelt. Danach
wurden die behandelten Zelllinien geerntet, Zelllysate isoliert und anschlieBend Westernblot-
Analysen (75 pg Protein/Ansatz) und densitometrischer Auswertung unterzogen, um die

Proteinmengen des Autophagiemarkers LC3B-II zu bestimmen (Abb. 15 und Abb. 16).
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Abb. 15: SIRT4(H161Y)-exprimierende HEK293-Zellen zeigen eine deutlich reduzierte
LC3B-II-Bildung nach CoCl;-Behandlung fiir 24 h.

(A) Darstellung einer Westernblot-Analyse von LC3B-I und LC3B-II mit B-Actin als Ladungskontrolle
nach CoCl,-Behandlung (400 uM) von HEK293 eGFP, HEK?293 SIRT4-eGFP und
HEK?293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen. (B, C) Gezeigt ist die statistische Auswertung der LC3B-I- und
LC3B-II-Signale in Bezug auf die Ladungskontrolle f-Actin. Die Auswertung erfolgte densitometrisch
mittels /mageJ gefolgt von einer statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde eine
Two-Way-Anova, gefolgt vom Tukey ’s-Test, verwendet (*p < 0,05; N = 10). Publikation der Ergebnisse
als Preprint in Lehmkuhl, Amin et al., 2025 [182].

Interessanterweise zeigte sich im Gegensatz zu HEK293 eGFP und HEK293 SIRT4-eGFP in
SIRT4(H161Y)-eGFP exprimierenden HEK293-Zellen ein deutlich und signifikant reduzierter
Anstieg von LC3B-II nach der Behandlung mit CoCl; fiir 24 h (Abb. 15A,C). Dahingegen
lieBen sich bei allen drei Zelllinien keine signifikanten Verdnderungen der

LC3B-I-Proteinmengen beobachten (Abb. 15A,B) [182].
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Abb. 16: SIRT4(H161Y)-exprimierende HEK293-Zellen zeigen eine deutlich reduzierte
LC3B-II-Bildung nach CoCl;-Behandlung fiir 36 h.

(A) Darstellung einer Westernblot-Analyse von LC3B-I und LC3B-II mit B-Actin als Ladungskontrolle
nach CoCl;-Behandlung (400 uM) von HEK293 eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP und HEK293
SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen. (B, C) Gezeigt ist die statistische Auswertung der LC3B-I- und
LC3B-II-Signale in Bezug auf die Ladungskontrolle f-Actin. Die Auswertung erfolgte densitometrisch
mittels /mageJ gefolgt von einer statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde eine
Two-Way-Anova, gefolgt vom Tukey ’s-Test, verwendet (*p < 0,05 und **p < 0,01; N = 3). Publikation
der Ergebnisse als Preprint in Lehmkuhl, Amin ef al., 2025 [182].

Analog zu den Ergebnissen nach CoClz-Behandlung fiir 24 h lieB sich nach einer ldngeren
Inkubation mit CoCl; fiir 36 h ebenfalls nur in den HEK293 eGFP und HEK293 SIRT4-eGFP-
Zellen ein Anstieg an LC3B-II nachweisen. Ebenso zeigte sich nach CoClz-Behandlung fiir
36 h ein verringerter LC3B-II-Anstieg in SIRT4(H161Y)-eGFP-exprimierenden HEK?293-
Zellen (Abb. 16A,C). Zusammenfassend zeigte sich ein signifikant reduzierter Anstieg von
LC3B-II in SIRT4(H161Y)-eGFP-exprimierenden HEK293-Zellen bei CoCl-induzierter
Pseudohypoxie [182]. Diese Befunde lassen somit vermuten, dass die Expression der

SIRT4-Mutante H161Y die Autophagieantwort nach CoCl,-Behandlung hemmt.
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4.3.2 Der verringerte LC3B-II-Anstieg in SIRT4(H161Y)-eGFP-exprimierenden
HEK?293-Zellen ist nicht bedingt durch erhohte HDAC6-Proteinmengen
Um die Ursache des verringerten Anstiegs an LC3B-II in SIRT4(H161Y)-eGFP-

exprimierenden Zellen zu analysieren, wurde zundchst der SIRT4-Interaktor HDAC6 (1.3.4)
sowie das iiber HDAC6 regulierte ac.K40 a-Tubulin analysiert. HDACG6 fordert die Fusion von
Autophagosomen und Lysosomen iiber Regulation der Deacetylierung von Cortactin und hat
somit einen FEinfluss auf die Autophagie (1.1.1). Zudem reguliert HDAC6 {iber die
Deacetylierung von ac.K40 a-Tubulin den Transport von Autophagosomen oder Organellen
wie Mitochondrien entlang der Mikrotubuli und hat somit einen weiteren Einfluss auf die
Autophagie und Mitophagie (1.2.3). Bekannt ist zudem, dass SIRT4 mit HDAC6 interagiert
(1.3.4). Aufgrund dieser genannten Aspekte erfolgte die Analyse der HDAC6-Proteinmengen
und deren Einfluss auf die LC3B-II-Bildung. Die folgenden Experimente wurden analog zu
Abschnitt 4.3.1 durchgefiihrt, um die Proteinmengen des SIRT4-Interaktors HDAC6 und
dessen Substrat, ac.K40 o-Tubulin, zu bestimmen.

Interessanterweise lieen sich in HEK293 SIRT4-eGFP- und HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-
Zellen schon basal signifikant hohere Proteinmengen an HDAC6 nachweisen als in den
HEK?293 eGFP-Kontrollzellen (Abb. 17A,B). Zudem zeigte sich in den eGFP-exprimierenden
Zellen im Gegensatz zu den SIRT4 und SIRT4(H161Y)-exprimierenden HEK293-Zelllinien
ein signifikanter Abfall der HDAC6-Proteinmengen nach Behandlung mit CoClz (Abb. 17A,C).
Im Einklang damit wiesen SIRT4 und SIRT4(H161Y)-exprimierende Zellen basal sowie nach
CoCly-Behandlung erniedrigte Proteinmengen an ac.K40 a-Tubulin auf (Abb. 17A,D), welches
von HDAC6 deacetyliert wird (1.1.1) [182]. Diese Befunde sowie die stark reduzierte
LC3B-II-Antwort nach SIRT4(H161Y)-Uberexpression (Abb. 15 und Abb. 16) lieBen
vermuten, dass SIRT4(H161Y) tiber eine erhohte HDAC6-Proteinmenge und enzymatische
Aktivitdt von HDACG die fiir den autophagischen Prozess notwendigen Mikrotubulifunktionen
hemmt. Moglicherweise wire so der Transport der abzubauenden Substrate zum

Autophagosom und der Autophagosomentransport verringert.
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Abb.

17: Erhohte HDACG6-Proteinmengen und erniedrigte acetylierte K40 «a-Tubulin-

Proteinmengen in SIRT4- und SIRT4(H161Y)-exprimierenden HEK293-Zellen.
(A) Darstellung einer Westernblot-Analyse von HDAC6 und vom acetylierten K40 o-Tubulin mit
B-Actin und oa-Tubulin als Ladungskontrolle nach CoCl,-Behandlung (400 uM) von HEK293 eGFP,
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HEK293 SIRT4-eGFP und HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen. (B) Gezeigt ist die statistische
Auswertung der HDAC6-Signale in Bezug auf die Ladungskontrolle B-Actin. (C) Gezeigt ist die relative
statistische Auswertung der HDAC6-Signale in Bezug auf die Ladungskontrolle B-Actin sowie auf
unbehandelte Zellen. (D) Gezeigt ist die statistische Auswertung der acetylierten K40 a-Tubulin-Signale
in Bezug auf die Ladungskontrolle a-Tubulin. Die Auswertung erfolgte densitometrisch mittels /mageJ
gefolgt von einer statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die Daten repréisentieren den
Mittelwert + Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde eine Two-Way-Anova,
gefolgt vom Tukey’s-Test, verwendet (*p < 0,05, **p < 0,01 und ***p <0,001; B: N=7,C: N=5, D:
N = 8). Publikation der Ergebnisse als Preprint in Lehmkuhl, Amin et al., 2025 [182].

Um zu kldren, ob die erhohten HDAC6-Proteinmengen in SIRT4(H161Y)-exprimierenden
HEK?293-Zellen (Abb. 17) die reduzierte LC3B-II-Antwort nach CoCl,-Behandlung bewirken,
erfolgte eine pharmakologische Inhibition von HDAC6 mittels Tubacin. Tubacin ist ein
bekannter Inhibitor der Deacetylase-Aktivitit von HDAC6 (1.1.1). Fiir diese Experimente
wurden die Zelllinien, zusitzlich zum in 4.3.1 beschriebenen Vorgehen, mit Tubacin in der
Abwesenheit und Anwesenheit von CoCly behandelt. SchlieBlich erfolgten Westernblot-
Analysen, um die Proteinmengen des Autophagiemarkers LC3B-II nach Inhibition von HDAC6
durch Tubacin zu bestimmen. Um sicherzustellen, dass die Zellen auf die Tubacin-Behandlung
ansprechen, wurden zunéchst die ac.K40 a-Tubulin-Proteinmengen analysiert. Hierbei liel3 sich
nach der Behandlung mittels Tubacin in allen drei untersuchten Zelllinien ein deutlicher
Anstieg des ac.K40 o-Tubulin nachweisen (Abb. 18A,B). Damit wurde gezeigt, dass die
Behandlung mit Tubacin die Deacetylase-Aktivitit von HDAC6 hemmte. Interessanterweise
lieB sich jedoch durch die Behandlung mit Tubacin der Anstieg von LC3B-II nicht
wiederherstellen (Abb. 18A,C). Somit scheint die Interaktion von SIRT4 mit HDAC6 keinen
Einfluss auf die verringerten Proteinmengen von LC3B-II nach CoClx-Behandlung in HEK293
SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen zu haben [182].
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Abb. 18: Tubacin vermittelte Hemmung von HDAC6 hat keinen positiven Einfluss auf die
LC3B-II-Proteinmengen in CoCl;-behandelten HEK293 SIRT4(H161Y)-Zellen.

(A) Westernblot-Analyse vom acetylierten K40 a-Tubulin und von LC3B-I und LC3B-II mit a-Tubulin
und B-Actin als Ladungskontrolle von HEK293 eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP und HEK293
SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen nach der Behandlung mit CoCl, (400 uM) und Tubacin (2 puM). (B)
Gezeigt ist die statistische Auswertung der acetylierten K40 o-Tubulin-Signale in Bezug auf die
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Ladungskontrolle a-Tubulin. (C) Gezeigt ist die statistische Auswertung der LC3B-II-Signale in Bezug
auf die Ladungskontrolle B-Actin. Die Auswertung erfolgte densitometrisch mittels /mageJ gefolgt von
einer statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die Daten reprisentieren den Mittelwert +
Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde eine Two-Way-Anova, gefolgt vom
Tukey’s-Test, verwendet (*p < 0,05, **p < 0,01; N = 3). Der Ubersichtlichkeit halber wurden lediglich
Signifikanzen innerhalb einzelner Zelllinien angegeben. Die Signifikanzen zwischen den Zelllinien fiir
CoCl; sind in Abb. 15 und Abb. 17 sichtbar. Publikation der Ergebnisse als Preprint in Lehmkuhl, Amin
etal.,2025[182].

4.3.3 Der fehlende LC3B-II-Anstieg in SIRT4(H161Y)-eGFP-exprimierenden Zellen
nach CoCL-Behandlung ist nicht bedingt durch erhohte OPA1-L-Proteinmengen
OPAL1 ist als Interaktor von SIRT4 bekannt. Dabei stabilisiert SIRT4 OPA1-L, wodurch es zu

einer Steigerung der Fusion von Mitochondrien kommt (1.3.3). OPA1 hat iiber die Regulation
von Fusion und Fission von Mitochondrien einen Einfluss auf die mitochondriale Dynamik und
die mitochondriale Autophagie, die Mitophagie (1.2.2). Daher erfolgte die Analyse der
OPA1-L/OPA1-S-Proteinmengen in den untersuchten Zelllinien, um einen mdglichen Einfluss
auf die verringerten LC3B-II-Proteinmengen zu analysieren. Dafiir wurden die Experimente
wie unter Abschnitt 4.3.1 beschrieben angesetzt und analysiert, wobei die Zelllinien fiir 6, 24
und 36 h mit CoCl, behandelt wurden. Hierbei zeigte sich im zeitlichen Verlauf von 6 bis 36 h
der CoClz-Behandlung eine deutliche Abnahme des Verhéltnisses von OPA1-L zu OPA1-S in
eGFP- und SIRT4-eGFP-exprimierenden HEK293-Zellen (Abb. 19 A,B). Im Gegensatz hierzu
konnte in SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen iiber alle analysierten Zeitrdume eine vermehrte
Stabilisierung von OPA1-L beobachtet werden (Abb. 19) [182]. Diese ist assoziiert mit einer
vermehrten Fusion von Mitochondrien. Zusammenfassend zeigte sich nach CoCl>-Behandlung
neben der reduzierten LC3B-II-Antwort (Abb. 15 und Abb. 16) eine vermehrte Stabilisierung
von OPAI1-L in SIRT4(H161Y)-eGFP-exprimierenden HEK293-Zellen.
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Abb. 19: SIRT4(H161Y) stabilisiert OPA1-L unter CoCl:-induzierter Pseudohypoxie.

(A) Westernblot-Analyse von OPA1 nach CoCl,-Behandlung (400 uM) der HEK 293 eGFP, HEK293
SIRT4-eGFP und HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen fiir 6, 24 und 36 h. (B) Gezeigt ist die relative
statistische Auswertung der OPA1-L-Signale nach CoCl,-Behandlung fiir 24 h in Bezug auf die
OPA1-S-Signale sowie auf unbehandelte Zellen. Die Auswertung erfolgte densitometrisch mittels
ImageJ gefolgt von einer statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die Daten reprasentieren den
Mittelwert + Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde eine Two-Way-Anova,
gefolgt vom Tukey ’s-Test, verwendet (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; N = 7). Publikation der
Ergebnisse als Preprint in Lehmkuhl, Amin ef al., 2025 [182].

Im néchsten Schritt wurde die Rolle von OPAT1 in der Autophagieantwort von SIRT4(H161Y)-
exprimierenden HEK293-Zellen durch Einsatz des OPAl-spezifischen Inhibitors MYLS22

(1.2.2) getestet. Der OPA1 Inhibitor MYLS22 wurde bisher als mdgliches Therapeutikum in
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der Krebstherapie vorgestellt (1.2.2). Zum Zeitpunkt der Experimente dieser Arbeit wurden
noch keine Untersuchungen an HEK293-Zellen mit MYLS22 veroffentlicht und somit die
Wirkung auf die OPA1-Mengen nicht beschrieben. Daher wurden zunichst verschiedene
Konzentrationen an MYLS22 und deren Wirkung auf die OPAI1-L/S-Proteinmengen in
HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen analysiert. Dabei waren die Konzentrationen angelehnt
an die Untersuchungen von Zamberlan et al. [85] in Brustkrebszellen. Fiir diese Experimente
wurden die Zellen entsprechend 4.3.1 ausgebracht und einer Westernblot-Analyse unterworfen.
Die Zellen wurden mit MYLS22-Konzentrationen von 5, 20 oder 50 uM fiir 24 h behandelt.
Bei der Konzentration von 50 uM MYLS22 lief sich im Vergleich zu den anderen verwendeten
Konzentrationen ein deutlicher Abfall des OPA1-L/OPA1-S-Verhiltnisses erkennen (Abb.
20A,B). Aufgrund dieses Befundes wurde fiir die weiteren Experimente eine Konzentration von
50 uM MYLS22 eingesetzt. Ein reduziertes OPA1-L/OPA1-S-Verhéltnis ist assoziiert mit

vermehrter Fission von Mitochondrien und entsprechender Beglinstigung der Mitophagie.
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- 5 20 50 MYLS22 (5, 20, 50 uM, 24 h)
P |« OPA1-L (100 kDa)
100 kDa |]~h“ “— OPA1-S (80 kDa)
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< . "
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35 + MYLS22 50 pM
> W
1 >
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SIRT4(H161Y)-eGFP

Abb. 20: Der OPAIl-Inhibitor MYLS22 senkt bei einer Konzentration von 50 pM das
OPA1-L/OPA1-S-Proteinverhiltnis in HEK293 SIRT4(H161Y)-Zellen.

(A) Dargestellt ist eine Westernblot-Analyse von OPA1 bei HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP unter
Behandlung mit 5, 20 oder 50 uM MYLS22 fiir 24 h. (B) Gezeigt ist eine relative graphische Darstellung
der OPA1-L-Signale in Bezug auf die OPA1-S-Signale sowie auf unbehandelte Zellen (N = 1). Die
Auswertung erfolgte densitometrisch mittels /mageJ gefolgt von einer graphischen Darstellung mittels
GraphPad Prism.
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HEK?293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen wurden entsprechend 4.3.1 ausgebracht, behandelt und
analysiert. Es erfolgte eine Behandlung der Zellen mit 50 uM MYLS22 in Anwesenheit und

Abwesenheit von CoCly fiir 24 h. Vor diesem Hintergrund erfolgte die Analyse der
OPA1-L/OPAI1-S- und LC3B-II-Proteinmengen (Abb. 21).
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Abb. 21: MYLS22-vermittelte Inhibition von OPA1 fiihrt nicht zu erhohten LC3B-II-
Proteinmengen in CoCl;-behandelten HEK293 SIRT4(H161Y)-Zellen.

(A) Westernblot-Analyse von OPA1, LC3B-I und LC3B-II mit B-Actin als Ladungskontrolle nach
Behandlung von HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen mit MYLS22 (50 uM) und CoCl, (400 uM).
(B) Gezeigt ist eine relative statistische Auswertung der OPAl-L-Signale in Bezug auf die
OPA1-S-Signale sowie auf unbehandelte Zellen. (C) Gezeigt ist eine statistische Auswertung der
LC3B-II-Signale in Bezug auf die Ladungskontrolle B-Actin. Die Auswertung erfolgte densitometrisch
mittels [mageJ gefolgt von einer statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde eine One-
Way-Anova, gefolgt vom Tukey’s-Test, verwendet (*p < 0,05; N = 3). Publikation der Ergebnisse als
Preprint in Lehmkuhl, Amin et al., 2025 [182].

Nach der Behandlung mit MYLS22 zeigte sich wie erwartet analog zu Abb. 20 ein Abfall des
Verhiltnisses von OPA1-L zu OPA1-S (Abb. 21A,B). Interessanterweise zeigte sich durch die

alleinige Behandlung mit MYLS22 ein Anstieg an LC3B-II. Jedoch konnte kein signifikanter
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Anstieg von LC3B-II und somit der Autophagie nach Kombinationsbehandlung mit MYLS22
und CoCl; erreicht werden (Abb. 21A,C). Zusammenfassend zeigte sich nach der Behandlung
mit MYLS22 und CoCl> ein Abfall des OPA1-L/OPA1-S-Verhiltnisses, nicht jedoch ein
Anstieg von LC3B-II. Diese Befunde sprechen dafiir, dass die erhohten OPAI-L-
Proteinmengen — sowie die damit assoziierte vermehrte mitochondriale Fusion — keinen
ausschlaggebenden Effekt auf die reduzierten LC3B-II-Proteinmengen haben. Somit scheint
die Autophagie/Mitophagie nach CoClx-Behandlung in SIRT4(H161Y)-exprimierenden Zellen

nicht maB3geblich davon beeinflusst zu werden [182].

4.4 BafAl hat keinen Einfluss auf die LC3B-II-Proteinmengen in SIRT4(H161Y)-

exprimierenden Zellen nach Behandlung mit CoCl2

Um den unerwartet geringen Anstieg an LC3B-II in HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen

nach CoCly-Behandlung auch in Bezug auf den autophagic flux, das heilit das Mal} fiir
Autophagosomenabbau (1.1.2) zu untersuchen, wurden HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen
mit BafA1 behandelt. BafA1 ist ein Inhibitor der Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen
sowie der vakuoldren H'-ATPase und inhibiert somit den Abbau durch die Lysosomen. Durch
die Behandlung mit BafA1 kann zwischen einer verminderten Rate an Autophagie und somit
einer verringerten Umwandlung von LC3B-I zu LC3B-II sowie einem erhohten Abbau von
LC3B-II iiber eine gesteigerte Autophagosomen-Lysosomen Fusion differenziert werden
(1.1.1). Fiir diese Experimente wurden HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen wie in 4.3.1
beschrieben ausgebracht, behandelt und die LC3B-II-Proteinmengen nach entsprechender
Behandlung mittels Western-Blot und anschlieender densitometrischer Auswertung
analysiert. Zusitzlich zur Behandlung mit 400 pM CoCl: fiir 24 h erfolgte die Zugabe von 500
nM BafAl fiir die letzten 4 h der Behandlungsdauer. Dadurch sollte die Frage beantwortet
werden, ob der fehlende Anstieg an LC3B-II durch eine Inhibition der Autophagie oder einen
schnellen Abbau der Autophagosomen erfolgte (Abb. 22).
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Abb. 22: Die kombinierte Behandlung mit BafA1 fiihrt nicht zu erhéhten LC3B-1I-Proteinmengen
in CoCl,-behandelten HEK293 SIRT4(H161Y)-Zellen.

(A) Darstellung einer Westernblot-Analyse von LC3B-I und LC3B-II mit B-Actin als Ladungskontrolle
nach Behandlung mit CoCl, (400 pM) fiir 24 h und BafAl (500 nM) fiir 4 h. (B) Gezeigt ist die
statistische Auswertung der LC3B-I-Signale in Bezug auf die Ladungskontrolle B-Actin. (C) Gezeigt ist
die statistische Auswertung der LC3B-II-Signale in Bezug auf die Ladungskontrolle B-Actin. Die
Auswertung erfolgte densitometrisch mittels /mageJ gefolgt von einer statistischen Analyse mittels
GraphPad Prism. Die Daten repriasentieren den Mittelwert + Standardabweichung (SD). Fiir die
statistische Analyse wurde eine One-Way-Anova, gefolgt vom Tukey’s-Test, verwendet (*p < 0,05;
N = 3). Publikation der Ergebnisse als Preprint in Lehmkuhl, Amin et al., 2025 [182].

Interessanterweise resultierte die alleinige Behandlung von SIRT4(H161Y)-eGFP-HEK293-
Zellen mit BafAl in einem etwa dreifachen Anstieg von LC3B-II (Abb. 22A,C). Im Gegensatz
hierzu liel sich in BafAl- und CoClz-kobehandelten Zellen kein Anstieg der LC3B-II-
Proteinmengen detektieren (Abb. 22A,C). Zusammenfassend schien in SIRT4(H161Y)-eGFP-
exprimierenden HEK293-Zellen die Zunahme von LC3B-II unter Pseudohypoxie inhibiert zu
sein, da sich kein Anstieg an LC3B-II-Proteinmengen nach Inhibition der Autophagosomen-
Lysosomen-Fusion erreichen lie. Somit konnte kein gesteigerter Abbau von LC3B-II als
Ursache fiir die verringerten LC3B-II-Proteinmengen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass die Inhibition des LC3B-II-Anstieges in SIRT4(H161Y)-eGFP-
exprimierenden HEK293-Zellen in der frithen Phase der Autophagie erfolgte, beispielsweise
wéhrend der Autophagieinitiation oder der Konversion von LC3B-I zu LC3B-II [182].
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4.5 SIRT4(H161Y) stabilisiert die auf die friihe Autophagie inhibitorisch wirkenden
Phosphorylierungen von ULK1 an Serin 758 und 638

Die bisherigen Befunde, im Besonderen die BafAl-Daten (4.4), lieBen vermuten, dass die
fehlende Hochregulation von LC3B-II in pseudohypoxischen HEK293 SIRT4(H161Y)-Zellen
auf eine gestorte frithe Phase der Autophagie zuriickzufiihren ist. Dabei konnte moglicherweise
die Autophagieinduktion betroffen sein. Um den Einfluss von SIRT4(H161Y) auf die frithe
Autophagie zu analysieren, wurde die fiir die Initiation der Autophagie zentrale regulatorische
Kinase ULK1 analysiert. Deren Aktivierung oder Inhibition beziiglich der
Autophagieinduktion wird durch die mTORCI1- und AMPK-vermittelte beziehungsweise
AMPK-regulierte Phosphorylierung von ULK 1 reguliert. Im Besonderen erfolgt eine Inhibition
der Autophagieinduktion durch mTORCI1-vermittelte Phosphorylierungen von ULK1 an den
Serinen 758 und 638, wodurch die AMPK-vermittelte Aktivierung von ULK1 verhindert wird
(1.1.1). Im Folgenden wurde daher ein moglicher Einfluss von SIRT4(H161Y) auf diese
autophagieinhibitorischen ULK1-Phosphorylierungen untersucht. Fiir diese Experimente
wurden HEK293 eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP und HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen wie
in 4.3.1 beschrieben ausgebracht, behandelt und analysiert. Zusitzlich zur Behandlung mit
400 uM CoCl fiir 24 h erfolgte die Zugabe von 500 nM BafAl fiir die letzten 4 h der
Behandlungsdauer (Abb. 23 und Abb. 24).
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Abb. 23: Stabilisierung von ULK1 pS758 durch SIRT4(H161Y)-Expression unter Pseudohypoxie.
(A) Darstellung einer Westernblot-Analyse von ULK1 pS758 und ULK1 mit B-Actin als jeweilige
Ladungskontrolle nach Behandlung von HEK?293 eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP und HEK293
SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen mit CoCl, (400 pM) fiir 24 h. BafA1 (500 nM) wurde fiir die letzten 4 h
der CoCl,-Behandlung zugegeben. (B) Gezeigt ist die statistische Auswertung der ULK 1 pS758-Signale
in Bezug auf ULKI und die jeweiligen B-Actin Ladungskontrollen. Die Auswertung erfolgte
densitometrisch mittels /mageJ gefolgt von einer statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die
Daten reprisentieren den Mittelwert + Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde
eine Two-Way-Anova, gefolgt vom Tukey’s-Test, verwendet (*p < 0,05; N = 3). Publikation der
Ergebnisse als Preprint in Lehmkuhl, Amin et al., 2025 [182].
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Abb. 24: Stabilisierung von ULK1 pS638 durch SIRT4(H161Y)-Expression unter Pseudohypoxie.
(A) Darstellung einer Westernblot-Analyse von ULK1 pS638 und ULKI1 mit B-Actin als jeweilige
Ladungskontrolle nach Behandlung von HEK293 eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP und HEK?293
SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen mit CoCl, (400 pM) fiir 24 h. BafA1l (500 nM) wurde fiir die letzten 4 h
der CoCl,-Behandlung zugegeben. (B) Gezeigt ist die statistische Auswertung der ULK 1 pS638-Signale
in Bezug auf ULKI und die jeweiligen B-Actin Ladungskontrollen. Die Auswertung erfolgte
densitometrisch mittels /mageJ gefolgt von einer statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die
Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde
eine Two-Way-Anova, gefolgt vom Tukey’s-Test, verwendet (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001;
N = 3). Publikation der Ergebnisse als Preprint in Lehmkuhl, Amin et al., 2025 [182].

Interessanterweise zeigten SIRT4(H161Y)-eGFP-exprimierende HEK293-Zellen trotz

Pseudohypoxie durch CoCl2-Behandlung weiterhin signifikant erhdhte Proteinmengen von
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ULK1 pS758 (Abb. 23) und ULK1 pS638 (Abb. 24). Im Gegensatz hierzu konnte in HEK293
SIRT4-eGFP und HEK293 eGFP-Zellen ein deutlicher Abfall der ULK1 pS758- und ULK1
pS638-Proteinmengen nachgewiesen werden (Abb. 23 und Abb. 24). Beziiglich der
Behandlungen mit CoCl; vs. CoCl> und BafA 1 wurden keine Unterschiede in den ULK 1 pS758-
und ULK 1 pS638-Proteinmengen zwischen den drei untersuchten Zelllinien beobachtet [182].
Dies ist im Einklang damit, dass BafA1l die spite Phase der Autophagie inhibiert (1.1.1).

Zur weiteren Analyse von frithen Markern der Autophagie erfolgte eine erste Untersuchung der
Autophagiefaktoren ATG13 und FIP200 (Abb. 25 und Abb. 26). Diese werden wéhrend der
Autophagieinitiation phosphoryliert und sind maBgeblich an den friihen Prozessen der
Autophagie beteiligt (1.1.1). In der vorliegenden Arbeit wurden die Marker in ihrem
unphosphorylierten Zustand analysiert.
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Abb. 25: Die ATGI13-Proteinmengen werden in den drei analysierten Zelllinien unter
Pseudohypoxie nicht signifikant beeinflusst.

(A) Darstellung einer Westernblot-Analyse von ATG13 mit B-Actin als Ladungskontrolle. HEK293
eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP und HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen wurden einer Behandlung mit
CoCl; (400 uM) fiir 24 h unterzogen. BafA1 (500 nM) wurde fiir die letzten 4 h der CoCl,-Behandlung
zugegeben. (B) Gezeigt ist die statistische Auswertung der ATGI3-Signale in Bezug auf die
Ladungskontrolle B-Actin. Die Auswertung erfolgte densitometrisch mittels /mageJ gefolgt von einer
statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die Daten repriasentieren den Mittelwert =+
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Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde eine Two-Way-Anova, gefolgt vom
Tukey’s-Test, verwendet (N = 3).
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Abb. 26: Die FIP200-Proteinmengen werden in den drei analysierten Zelllinien unter
Pseudohypoxie nicht signifikant beeinflusst.

(A) Darstellung einer Westernblot-Analyse von FIP200 mit B-Actin als Ladungskontrolle. HEK293
eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP und HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen wurden einer Behandlung mit
CoCl; (400 puM) fiir 24 h unterzogen. BafA1 (500 nM) wurde fiir die letzten 4 h der CoCl,-Behandlung
zugegeben. (B) Gezeigt ist die statistische Auswertung der FIP200-Signale in Bezug auf die
Ladungskontrolle B-Actin. Die Auswertung erfolgte densitometrisch mittels /mageJ gefolgt von einer
statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die Daten reprdsentieren den Mittelwert +
Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde eine Two-Way-Anova, gefolgt vom
Tukey ’s-Test, verwendet (N = 3).

HEK293 eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP und HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen zeigten
hierbei vergleichbare Proteinmengen von ATG13 und FIP200. Dabei zeigten sich keine
signifikanten Verdnderungen der Proteinmengen sowohl basal als auch nach CoClz-
Behandlung (Abb. 25 und Abb. 26). Inwieweit die Uberexpression von SIRT4 auch einen
Einfluss auf den Phosphorylierungszustand von ATG13 und FIP200 nimmt, miisste in weiteren
Arbeiten untersucht werden.

Zusammenfassend zeigte sich nach CoCl,-Behandlung eine Stabilisierung der

Phosphorylierung von ULK1 an Ser758 (Abb. 23) und Ser638 (Abb. 24) in SIRT4(H161Y)-
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exprimierenden Zellen einhergehend mit einer inhibierten LC3B-II-Antwort (Abb. 15 und Abb.
16). Diese Befunde lassen somit vermuten, dass die Uberexpression der dominant-negativ
wirkenden SIRT4-Mutante H161Y die Autophagieantwort in der friihen Phase der Autophagie
beziehungsweise der Autophagieinduktion iiber den mTORCI-ULK1 Ser758/Ser638-
Signalweg negativ reguliert [182].

4.6 Die Expression von SIRT4 und SIRT4(H161Y) stabilisiert OPA1-L ebenfalls unter

Kklassisch hypoxischen Bedingungen (1 % O2)

Neben der CoCly-Behandlung von Zellen als Zellkulturmodell der Pseudohypoxie kann die
zelluldre Hypoxieantwort klassisch durch eine Reduktion des O»-Partialdrucks (entsprechend
einem Sauerstoffgehalt von 1 % O; in der Atmosphére) induziert werden (1.2.4). Im Rahmen
erster Experimente sollte der Einfluss der Hypoxie (1 % O;) auf die OPA1-L/OPAI1-S-
Proteinmengen in HEK293 eGFP, HEK293 SIRT4-eGFP und HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP
unter Zuhilfenahme der Hypoxiekammer des Instituts fiir Molekulare Kardiologie untersucht
und mit den Befunden in Abb. 19 verglichen werden. Die Zellen wurden, wie in Abschnitt 3.3.7
beschrieben, in Zellkulturinkubatoren einer hypoxischen Umgebung ausgesetzt. Zu definierten
Zeitpunkten erfolgte die einzelne Entnahme der Zellen aus der Hypoxiekammer. Nach der
Zellernte wurden die OPA1-Proteinmengen mithilfe einer Westernblot-Analyse quantifiziert.
Wie in Abb. 27 dargestellt, lie sich auch unter klassischer Hypoxie eine Verschiebung des
Verhiltnisses von OPA1-L zu OPA1-S in einer zeitlichen Dynamik nachweisen. Hierbei war
eine Abnahme von OPA1-L zugunsten von OPA1-S erkennbar. Analog zu den Befunden der
Pseudohypoxieinduktion durch CoClz-Behandlung (Abb. 19) zeigten hypoxische SIRT4- und
insbesondere die SIRT4(H161Y)-iiberexprimierenden Zellen ebenfalls ein deutlich erhdhtes
OPA1-L/OPA1-S-Proteinverhdltnis. In HEK293 eGFP-Zellen hingegen war dies stark
reduziert. Somit erfolgte bei Uberexpression von SIRT4 oder SIRT4(H161Y) sowohl unter
pseudohypoxischen als auch unter hypoxischen Bedingungen eine Stabilisierung von OPA1-L
und somit wahrscheinlich auch eine verringerte Umwandlung von OPA1-L zu OPA1-S. Diese
Befunde wiirden fiir eine verstirkte Fusion von Mitochondrien in Zellen mit Uberexpression
von SIRT4 und vor allem SIRT4(H161Y) sprechen. Jedoch konnte die pharmakologische
Hemmung von OPAI1 nicht die autophagieassoziierte fehlende LC3B-II-Antwort in HEK293
SIRT4(H161Y)-Zellen wiederherstellen.
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Abb. 27: SIRT4 und SIRT4(H161Y) vermitteln eine starke Stabilisierung von OPA1-L unter
klassischer Hypoxie (1 % O; Sauerstoffgehalt).

(A) Dargestellt ist eine Westernblot-Analyse von OPA1 in HEK293 eGFP-, HEK293 SIRT4-eGFP- und
HEK?293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen nach Behandlung mit 1 % O, fiir 6, 24, 48 und 72 h. (B) Gezeigt
ist die relative statistische Auswertung der OPA1-L-Signale in Bezug auf die OPA1-S-Signale sowie
auf unbehandelte Zellen nach Behandlung der Zellen mit 1 % O, fiir 48 h. Die Auswertung erfolgte
densitometrisch mittels /mageJ gefolgt von einer statistischen Analyse mittels GraphPad Prism. Die
Daten reprisentieren den Mittelwert + Standardabweichung (SD). Fiir die statistische Analyse wurde
eine Two-Way-Anova, gefolgt vom Tukey ’s-Test, verwendet (**p < 0,01, ***p < 0,001; N =4).
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der regulative Einfluss des metabolischen Tumorsuppressors SIRT4
(1.3.1) auf die Autophagie analysiert. Hierbei wurde insbesondere untersucht, ob sich die
Interaktion von SIRT4 mit HDAC6 und OPA1 [99, 152] auf die Regulation der Autophagie
unter CoClz-induzierter Pseudohypoxie auswirkt. Dafiir wurden HEK293-Zellen verwendet,
welche ektopisch SIRT4-eGFP oder die enzymatisch inaktive Mutante SIRT4(H161Y)-eGFP,
exprimieren (2.9). Hierbei zeigten HEK293 SIRT4(H161Y)-Zellen nach CoCl;-Behandlung
nur einen marginalen, signifikant reduzierten Anstieg des Autophagiemarkers LC3B-II.
Dagegen lieB sich in SIRT4-eGFP- und eGFP-exprimierenden HEK293-Zellen ein deutlicher
Anstieg an LC3B-II nachweisen (Abb. 15 und Abb. 16). Diese Befunde deuten auf eine
reduzierte Autophagieantwort nach CoCl-induzierter Pseudohypoxie durch die dominant-
negativ wirkende Mutante SIRT4(H161Y) hin. Als mogliche Ursachen der reduzierten
LC3B-II-Proteinmengen wurden die SIRT4-HDAC6- und SIRT4-OPAIl-Interaktionen
und -Signalwege vermutet und untersucht (Abb. 28). Dabei konnten in HEK293
SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen  auffallend erhohte HDACG6-Proteinmengen —  und
dementsprechend erniedrigte Mengen an ac.K40 a-Tubulin — nachgewiesen werden (Abb. 17).
Des  Weiteren waren auch die  OPAI-L/OPA1-S-Proteinverhéltnisse  durch
SIRT4(H161Y)-Expression deutlich erhoht (Abb. 19). Dies deutet auf eine gesteigerte
mitochondriale Fusion und infolgedessen auf eine reduzierte mitochondriale Autophagie
(Mitophagie) hin. Basierend auf diesen Befunden erfolgten Inhibitorexperimente mittels
Tubacin (HDAC6) und MYLS22 (OPA1l). Diese fiihrten jedoch nicht zu einer
wiederhergestellten, normalen Zunahme der LC3B-II-Proteinmengen in CoClz-behandelten
HEK?293 SIRT4(H161Y)-Zellen (Abb. 18 und Abb. 21). Somit schienen die SIRT4-HDAC6-
und SIRT4-OPAl-Interaktionen und -Signalwege keinen ursidchlichen Einfluss auf die
Deregulation der CoClz-induzierten Autophagie in HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen zu
haben. Interessanterweise konnte der beobachtete fehlende Anstieg an LC3B-II/Autophagie
unter CoCl-Behandlung von HEK293 SIRT4(H161Y)-Zellen nicht durch BafAl, einem
Inhibitor der Autophagosom-Lysosom-Fusion, beeinflusst werden (Abb. 22). Daraus ergab sich
die weitere Arbeitshypothese, dass SIRT4(H161Y) die friilhe Phase der Autophagie,
moglicherweise die Autophagieinitiation, durch einen bisher ungeklirten Mechanismus
inhibiert. Deshalb erfolgte anschlielend eine Analyse der Proteine ULK1, ATG13 und FIP200,
da diese fiir die Initiation der Autophagie von Bedeutung sind (1.1.1). Dabei zeigten sich

interessanterweise erhohte Proteinmengen an phosphoryliertem ULK1 pS758 und ULK1 pS638
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in HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen (Abb. 23 und Abb. 24). In diesem Kontext ist
hervorzuheben, dass die ULK1-Serinpositionen 758 und 638 durch mTORCI1 phosphoryliert
werden, wodurch die Autophagieinitiation inhibiert wird (1.1.1). Somit kdnnte die beobachtete
Inhibition des CoCl-induzierten LC3B-II-Anstieges in HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen
iiber die Stabilisierung der mTORC1-vermittelten Phosphorylierung von ULK1 an Ser758 und
Ser638 erfolgen. Zusammenfassend spricht dieses Arbeitsmodell (Abb. 30) fiir eine kritische
Funktion von SIRT4 in der ULK 1-vermittelten Initiation der Autophagie.

5.2 Die Rolle von SIRT4 in der Autophagieregulation

Bisher ist der molekulare Mechanismus der SIRT4-vermittelten Autophagieregulation unklar.
Im Gegensatz zu eGFP-Kontrollzellen und SIRT4-exprimierenden Zellen fiihrte die
Uberexpression von SIRT4(H161Y) zu einer deutlich reduzierten LC3B-II-Antwort nach
CoCl-induzierter Pseudohypoxie (Abb. 15 und Abb. 16). Dieser Befund konnte darauf
schlieBen lassen, dass die enzymatische Aktivitit von SIRT4 notwendig fiir die
LC3B-II-Bildung ist. Somit ist SIRT4 mdoglicherweise in der Regulation des autophagic flux
involviert. Der Effekt der reduzierten LC3B-II-Bildung unter Pseudohypoxie trat ausschlieBlich
in SIRT4(H161Y)-exprimierenden Zellen auf — trotz der deutlich geringeren Expression von
SIRT4(H161Y)-eGFP im Vergleich zu SIRT4-eGFP in den stabilen HEK293-Zelllinien (Abb.
9). Ebenso fiel der Anstieg der HIF-1a-Proteinmengen in SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen nach
CoCly-Behandlung geringer aus, als dies bei eGFP- und SIRT4-eGFP-exprimierenden Zellen
der Fall war (Abb. 11). Dies beeinflusste die Ergebnisse wahrscheinlich jedoch nicht, da in
CoClz-behandelten HEK293 SIRT4(H161Y)-myc-Flag-Zellen ein normaler Anstieg der
HIF-la-Proteinmengen sowie eine nach CoCl-Behandlung ebenfalls reduzierte
LC3B-II-Aktivierung beobachtet wurde [182, 183]. Letztere wurde durchflusszytometrisch mit
Hilte des GFP-LC3-RFP-LC3AG/autophagic flux-Systems [184] in HEK293 myc-Flag-,
HEK293 SIRT4-myc-Flag- und HEK293 SIRT4(H161Y)-myc-Flag-Zellen gemessen [182,
183].

Verschiedene Studien assoziierten SIRT4 mit der positiven wie auch negativen Regulation der
Autophagie (Tabelle 14). Eine Studie zeigte, dass in duktalen Adenokarzinomzellen des
Pankreas SIRT4 offenbar das Tumorwachstum inhibiert und die Autophagie steigert [163].
Dabei erfolgte die Regulation der Autophagie iiber AMPKa und eine Phosphorylierung von
p53. In SIRT4-iiberexprimierenden Zellen konnte hierbei eine vermehrte Bildung von
Autophagosomen nachgewiesen werden [163]. Dies wurde ebenfalls in anderen

Adenokarzinomen nachgewiesen [163]. Insgesamt kam die Studie zu dem Ergebnis, dass die
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SIRT4-vermittelte Autophagie in duktalen Adenokarzinomzellen des Pankreas durch den
p53-Tumorsuppressorweg vermittelt wurde. Dabei wiesen Patienten mit einer geringeren
SIRT4-Expression eine ungiinstigere Prognose auf [163]. Des Weiteren zeigten Lang et al.
[152], dass in SIRT4-iiberexprimierenden HEK293-Zellen die LC3B-II-Proteinmengen nach
Stérung des mitochondrialen Membranpotentials durch Behandlung mit CCCP (10 uM / 2h)
anstiegen. Dies konnte somit wahrscheinlich einen erhohten autophagic flux bedingen. Im
Vergleich dazu konnten die Autoren den Anstieg an LC3B-II in HEK293 eGFP- und HEK293
SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen nicht nachweisen [152].

Dem entgegengesetzt wurden Studien durchgefiihrt, welche eine verringerte Autophagie und
LC3B-II-Aktivierung in SIRT4-exprimierenden Zellen beschrieben. Beispielsweise wurde in
einer Studie gezeigt, dass SIRT4 iiber TORC1 die Autophagie inhibiert [161]. Dies erfolgte
insbesondere bei hohem Nahrstoffangebot, das heillit im anabolen Zustand. Geringere Mengen
an LC3B-II in SIRT4-iiberexprimierenden HEK293T-Zellen gingen hier mit hdheren
LC3B-II-Proteinmengen in SIRT4-knockdown-Zellen einher [161]. Da umgekehrt mTORC1
ebenfalls SIRT4 inhibieren kann, wurde dahingegen spekuliert, dass mTORC]1 gleichermal3en
tiber SIRT4-Inhibition die Autophagie inhibieren kann. Dies gilt unter der Voraussetzung, dass
SIRT4 fiir die Autophagosomenbildung notwendig ist [160]. Weiterhin konnte verzeichnet
werden, dass SIRT4 iiber AKT und mTOR die Autophagie in Kardiomyozyten inhibiert und
damit protektiv gegen eine Doxorubicin-induzierte Kardiotoxizitdt wirkt [185]. SchlieBlich
konnte in Miiller-Zellen, den Gliazellen der Retina von Ratten, der Befund erhoben werden,
dass ein SIRT4-knockdown die Bildung von Autophagosomen steigert. Diese Effekte wurden
auf den AMPK-mTOR-Signalweg zuriickgefiihrt [162]. Die folgende Tabelle 14 stellt
verschiedene Studien zu der Rolle von SIRT4 in der Autophagie dar.
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Tabelle 14: Die Rolle von SIRT4 in der Autophagieregulation

Pro-Autophagie

Anti-Autophagie

SIRT4 induziert die Autophagie iiber AMPK
und p53 in duktalen Adenokarzinomzellen des
Pankreas [163]

SIRT4 inhibiert {iber mTORC1 die Autophagie
in Hepatozyten [161]

Anstieg von LC3B-II nach CCCP-Behandlung
in SIRT4-exprimierenden HEK293-Zellen [152]

SIRT4 inhibiert die Autophagie iiber AKT und
mTOR in Kardiomyozyten [185]

SIRT4 hemmt PTEN und fordert dadurch die
Autophagie in HK-2-Zellen bei akutem
Nierenversagen [186]

SIRT4-knockdown steigert die
Autophagosomenbildung in Gliazellen iiber den
AMPK-mTOR-Signalweg [162]

SIRT4 hemmt PTEN und fordert die Autophagie
in MCF-7-Zellen [165]

SIRT4 inhibiert das Wachstum von
Blasenkarzinomen durch Inhibition der
Autophagie [187]

SIRT4 fordert tiber den SNARE-Komplex die
Fusion von Autophagosomen und Lysosomen in
HEK?293T-Zellen [164]

SIRT4 inhibiert die Mitophagie iiber Inhibition
von Extrazelluldr-signal-regulierte Kinase und
Drpl in nichtkleinzelligen

Lungenkarzinomzellen [151]

5.3 CoCl-induzierte Pseudohypoxie als Modell der Hypoxie

In dieser Arbeit wurde CoCl: als etablierter Induktor der Pseudohypoxie und Autophagie [102,
103, 114, 188] eingesetzt. Hierbei lie sich ein typischer Anstieg der HIF-1a-Proteinmengen
nach Behandlung mit CoCl, nachweisen (Abb. 11) [182, 183]. In ersten Experimenten zwecks
Etablierung der klassischen Hypoxiemethode (1 % O2 Sauerstoffgehalt) erfolgte ebenfalls die
Analyse der OPA1-L- und OPAI1-S-Proteinmengen in den behandelten HEK293-Zelllinien.
Dabei erfolgte der Vergleich der CoCl>-Behandlung zur klassischen Hypoxie. Hierbei konnte
unter beiden Bedingungen {iibereinstimmend die stirkste Stabilisierung von OPAI-L in
HEK?293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 19 und Abb. 27).

Obwohl durch klassische Hypoxie und Pseudohypoxie eine Aktivierung von HIF-1a erfolgt,
geschieht dies durch jeweils unterschiedliche molekulare Mechanismen (1.2.4). Ein moglicher
Nachteil der CoCl2-Behandlung ist, dass diese Methode zwar eine Pseudohypoxie induziert, die
inkubiert werden. Dadurch konnten HIF-1a-

Zellen aber weiterhin unter Normoxie

unabhingige zellulire Effekte, einschlieBlich durch 0Oz-Mangel hervorgerufene
Genexpressionsverdnderungen, im Rahmen der CoCl,-Methode mdglicherweise nicht in
gleicher Weise auftreten. Zudem bestand ein mogliches Problem darin, dass nicht alle Zellen
wéhrend der Inkubationsphase von 24 oder 36 h gleichméfig mit CoCl, beladen wurden. Hier
musste streng auf die CoClx-Konzentration (die entsprechende Stocklosung wurde fiir jedes

Experiment frisch angesetzt) und eine vergleichbare Zelldichte zum Zeitpunkt der Behandlung
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geachtet werden. Dies sollte sicherstellen, dass jedes Mal annidhernd gleich viel CoCl, pro Zelle
aufgenommen wurde. Ein weiterer Faktor der Behandlung mit CoCl, besteht darin, dass Kobalt
chemische Ahnlichkeiten zu Eisen und Nickel aufweist und fiir die Cobalamin-Bildung
unabdingbar ist [ 114]. Somit muss beachtet werden, welche Nebeneffekte Kobalt in den Zellen
haben konnte [114]. Durch Behandlung mit CoCl, entstehen vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies, wodurch das mitochondriale Membranpotential schneller sinken kann [189].
Zudem kommt es zur Aktivierung proapoptotischer Faktoren [189]. In diesem Zusammenhang
zeigten die mikroskopischen Bilder der analysierten HEK293-Zelllinien eine morphologische
Verdanderung (Abrundung der Zellen), jedoch lie3 sich mikroskopisch keine deutlich erhohte
Apoptoserate nachweisen (Abb. 12, Abb. 13 und Abb. 14). Nachteile beziehungsweise
methodische Schwierigkeiten der klassischen Hypoxie hingegen waren, dass die Zellen nach
Beendigung der hypoxischen Behandlung bis hin zur Zelllyse unter normoxischen
Bedingungen geerntet wurden, sodass sie ungeféhr 6 bis 10 min lang nach dem Beenden der
Hypoxie einer Normoxie ausgesetzt waren. Zudem erhohte sich die Sauerstoffkonzentration bei
jedem Offnen der Inkubatortiir kurzzeitig, sodass der angestrebte Sauerstoffgehalt von 1 % O
nicht konstant gehalten werden konnte. Eine weitere Schwierigkeit, die sich im Rahmen erster
Experimente ergab, war die Abhingigkeit der Hypoxieeffekte vom Zellkulturmedium,
insbesondere der Glukosekonzentration (Dr. rer. nat. Julia Hesse, Institut fiir Molekulare
Kardiologie, personliche Mitteilung). Somit miisste flir die Analyse zukiinftiger Experimente
zunichst die Methodik der klassischen Hypoxie weitergehend etabliert und verbessert werden.
Zusammenfassend stellt die Behandlung mit CoCl jedoch ein etabliertes und reproduzierbares

Pseudohypoxiemodell [114] dar, weshalb diese Methode in dieser Arbeit zur Anwendung kam.

5.4 Die Inhibition des LC3B-II-Anstiegs durch SIRT4(H161Y) in der CoClz2-induzierten
Autophagie ist unabhingig von HDAC6 und OPA1 und lisst sich nicht durch
BafAl-Behandlung aufheben

Um mogliche Angriffspunkte von SIRT4 in der Regulation der Autophagie zu charakterisieren,
erfolgte eine Analyse und anschlieBend eine pharmakologische Inhibition der SIRT4-

Interaktoren HDAC6 [99] und OPAT [152] (Abb. 28).
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Abb. 28: Mogliche Ansatzpunkte von SIRT4 in der Regulation der Autophagie.

Dargestellt sind die moglichen und in dieser Arbeit analysierten Rollen von SIRT4 bei der Regulation
der Autophagie. Ein kritisches funktionelles Merkmal der Autophagie ist die Umwandlung von
Microtubule-associated protein 1B-light chain 3 1 (LC3B-1) zu LC3B-II. Das Verhéltnis von Optic
atrophy 1 (OPA1-L) zu der kurzen Form OPA1-S bestimmt die mitochondriale Dynamik. Hierbei
interagiert SIRT4 mit OPA1 und reguliert die Umwandlung von OPA1-L zu OPAI1-S [152]. MYLS22
ist ein Inhibitor von OPA1. Uber die Histondeacetylase 6 (HDAC6), welche ebenfalls mit SIRT4
interagiert [99], wird der autophagische Transport iiber Mikrotubuli reguliert. Tubacin ist ein Inhibitor
von HDAC6 [98]. Der Abbau der Autophagosomen kann durch Bafilomycin Al (BafAl) inhibiert
werden [47, 50]. Drpl: dynamin related protein 1. Die Abbildung wurde mit biorender.com erstellt.

Als Interaktionspartner von SIRT4 und Regulator der Mikrotubulifunktion wurden die
Proteinmengen von HDAC6 und dessen Deacetylierungssubstrat ac.K40 a-Tubulin in Bezug
auf die Pseudohypoxie-induzierte Autophagie analysiert (1.1.1, 1.3.4). SIRT4-eGFP- und
SIRT4(H161Y)-eGFP-exprimierende HEK293-Zellen wiesen hohere Mengen an HDAC6
sowie entsprechend niedrigere ac.K40 a-Tubulin-Proteinmengen auf, letztere vor allem nach
CoCl-Behandlung (Abb. 17). Bereits Bergmann ef al. [99] wiesen eine Interaktion von SIRT4
mit HDAC6 sowie daraus resultierende geringere Mengen an ac.K40 a-Tubulin wéhrend der
mitotischen Zellteilung nach. Dieser Befund war mit einer signifikant verlangsamten Mitose
und reduzierten Zellproliferation assoziiert, was die Funktion von SIRT4 als Tumorsuppressor
verstirken konnte [99]. Da die ac.K40 o-Tubulin-Proteinmengen in mitotischen HEK293
SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen im Gegensatz zu SIRT4 nicht erniedrigt waren, schlossen die
Autoren auf eine enzymatisch-abhingige Tumorsuppressorfunktion von SIRT4, um die

mitotischen ac.K40 a-Tubulin-Proteinmengen zu reduzieren [99]. Dabei war unklar, ob SIRT4
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direkt liber eine Interaktion mit ac.K40 a-Tubulin als Deacetylase wirkt oder ob SIRT4 indirekt
iiber die Interaktion mit HDAC6 die ac.K40 a-Tubulin-Mengen beeinflusst [99].

Im Rahmen der Autophagie hat sich gezeigt, dass HDAC6 LC3B-II deacetyliert. Die vermehrte
Deacetylierung von LC3B-II wiederum resultiert in einem Anstieg der Autophagie in
Zervixkarzinomzellen [54]. Nach Behandlung der Zellen mit dem HDACG6-Inhibitor Tubacin
wurden erh6hte Mengen an acetyliertem LC3B-II und eine Zunahme von Autophagosomen bei
einem blockierten Autophagosomenabbau detektiert [54]. Interessanterweise war unter
néhrstoffreichen Bedingungen die Deacetylierung von LC3B-II nur partiell durch Tubacin
supprimiert. Daher kamen die Autoren zu der Schlussfolgerung, dass LC3B-II nicht nur durch
HDACS6, sondern moglicherweise ebenso durch ein weiteres Enzym deacetyliert wurde [54].
Die Deacetylierung von LC3B-II stand jedoch nicht im Fokus der vorliegenden Arbeit und
wurde daher nicht analysiert. Ein weiterer Regulationsmechanismus, tiber den HDACG6 auf die
Autophagie wirkt, ist die Deacetylierung von Cortactin. Dieses ist Actin-abhingig in der Fusion
von Autophagosomen und Lysosomen involviert [51, 52]. Der Mechanismus der
Deacetylierung von Cortactin wurde nur in der Autophagie zwecks Qualitdtskontrolle von
Zellorganellen, nicht jedoch in der Autophagie unter Nahrstoffmangel beobachtet [51, 52]. Des
Weiteren wurde beschrieben, dass HDAC6 zwar durch diesen Mechanismus die Autophagie
steigerte, jedoch keinen Einfluss auf die Bildung der Autophagosomen hatte [51, 52].
Ubereinstimmend wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass die pharmakologische
Inhibition von HDAC6 die Autophagie fordern beziehungsweise bei definierten Defekten
wiederherstellen kann [190-193].

Basierend auf dieser Literaturlage wéren somit mogliche Einfliisse von HDAC6 auf die
LC3B-II-Proteinmengen in SIRT4(H161Y)-exprimierenden Zellen denkbar gewesen. Diese
hitten iiber Deacetylierung des o-Tubulins und somit einen reduzierten mikrotubulidren
Transport von Autophagosomen und Mitochondrien vermittelt werden kdnnen [99] (Abb. 28).
In der vorliegenden Arbeit und den untersuchten Zelllinien konnten jedoch keine signifikanten
Unterschiede der LC3B-II-Proteinmengen in den pseudohypoxischen HEK293
SIRT4(H161Y)-Zellen nach Behandlung mit Tubacin beobachtet werden (Abb. 18). Dies
spricht dafiir, dass die Regulation der LC3B-II-Proteinmengen in der CoClz-induzierten
Autophagie grofitenteils von HDAC6 unabhingig ist (Abb. 28). Ebenfalls konnten diese
Ergebnisse in FACS-basierten Messungen mit Hilfe des GFP-LC3-RFP-LC3AG-Systems
reproduziert werden, wobei ebenso kein Effekt durch eine Tubacin-vermittelte HDAC6-
Inhibition auf den autophagic flux beobachtet wurde [182, 183].

Als zweiter funktioneller Interaktor von SIRT4 wurde in dieser Arbeit OPA1 untersucht (Abb.
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28). Die von Lang et al. [152] beschriebene SIRT4-vermittelte Erhohung des OPA1-L/OPA1-
S-Verhiltnisses konnte auch in der vorliegenden Arbeit in CoCly-behandelten SIRT4-eGFP-
exprimierenden und insbesondere in SIRT4(H161Y)-exprimierenden Zellen beobachtet
werden (Abb. 19 und Abb. 27). Inwiefern dies in einer vermehrten mitochondrialen Fusion und
reduzierten Autophagie von Mitochondrien resultiert, ist noch unklar. Bekannt ist, dass OPA1
iiber Stabilisierung von OPA1-L und vermehrte Fusion von Mitochondrien die Mitophagie
verringert [152]. Um zu {iberpriifen, ob die erhhten OPA1-L-Proteinmengen einen Einfluss
auf den fehlenden LC3B-II-Anstieg in pseudohypoxischen SIRT4(H161Y)-exprimierenden
Zellen hatten, wurden diese zusitzlich mit dem OPA1 Inhibitor MYLS22 behandelt [84].
MYLS22 blockiert hierbei die OPA1-L-abhingige mitochondriale Fusion [194] und wurde
inzwischen bereits in ersten verdffentlichten Studien aufgrund seiner tumorinhibierenden
Wirkung als Chemotherapeutikum eingesetzt [84, 85, 195, 196]. Beim gleichzeitigen Einsatz
von CoCl> und MYLS22 zeigte sich jedoch kein signifikanter Anstieg der LC3B-II-
Proteinmengen (Abb. 21). Daher scheinen die erhohten OPA1-L-Mengen nicht ursdchlich
verantwortlich fiir den fehlenden LC3B-II-Anstieg in HEK293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen
zu sein. Des Weiteren wurde auch in FACS-basierten Messungen mit Hilfe des GFP-LC3-RFP-
LC3AG-Systems kein signifikanter Effekt der MYLS22-vermittelten Hemmung von OPA1 auf
den autophagic flux nach CoClz-induzierter Pseudohypoxie beobachtet [182, 183]. Somit
scheint OPA1 keinen signifikanten, fordernden Einfluss auf den autophagic flux unter
Pseudohypoxie zu haben.

Im Gegensatz zu den Befunden dieser Arbeit wurde in Lang et al. [152] eine zunehmende
mitochondriale Lange (Fusion) und Stabilisierung von OPA1-L in SIRT4-{iberexprimierenden,
nicht jedoch in HEK293 SIRT4(H161Y)-Zellen beobachtet, sodass die Autoren auf eine
SIRT4-enzymatisch abhéngige Regulation von OPA1-L schlossen. Wéhrend Lang ef al. [152]
die OPAI1-L/OPA1-S-Proteinmengen jedoch unter basalen Bedingungen gemessen hatten,
wurde in dieser Arbeit das OPA1-L/OPA1-S-Verhéltnis nach CoClz-Behandlung zeitlich
verfolgt und relativ quantifiziert (Abb. 19). In Coimmunoprizipitations-Experimenten fallt die
Interaktion von OPA1 mit SIRT4(H161Y) geringer aus als mit SIRT4 [152]. Interessanterweise
war in dieser Arbeit aber die Stabilisierung von OPA1-L sowohl unter CoCl;-Behandlung, als
auch unter Hypoxie (1 % Oz) in SIRT4(H161Y)-exprimierenden Zellen am stérksten (Abb. 27),
trotz deutlich geringerer transgener Expression von SIRT4(H161Y) im Vergleich zu SIRT4
(Abb. 9). Diese Befunde sprechen somit dafiir, dass SIRT4(H161Y) iiber eine dominant-
negative Wirkung das OPA1-L/OPA1-S-Verhiltnis beeinflusst, wobei der zugrundeliegende

molekulare Mechanismus noch unklar ist.
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Zusammenfassend zeigte sich, dass die SIRT4-HDACG6- und SIRT4-OPA 1-Interaktionen und
-Signalwege (Abb. 28) nicht ursdchlich mit der Deregulation der CoCl,-induzierten Autophagie
in HEK293 SIRT4(H161Y)-Zellen zusammenhdngen. Somit schien SIRT4(H161Y) andere
Regulatoren der LC3B-II-Antwort im Rahmen der frithen Autophagie zu beeinflussen.

Da eine Erhohung der LC3B-II-Proteinmengen entweder eine erhohte Autophagie
widerspiegelt oder auf eine Inhibition der Autophagosomen-Lysosomen-Funktion — und somit
einen reduzierten Abbau von LC3B-II — zuriickzufiihren ist [57], erfolgte die Behandlung der
Zelllinien mit BafA1l. Nimmt LC3B-II nach BafA1-Behandlung nicht weiter zu, spricht dies
fiir eine eingeschriankte Bildung von Autophagosomen [57]. Niedrige LC3B-II-Poteinmengen
ohne Anstieg trotz BafA 1-Behandlung sprechen somit fiir eine supprimierte Autophagie [57].
In dieser Arbeit konnte der Einsatz von BafA 1 den Anstieg von LC3B-II in CoCl>-behandelten
HEK?293 SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen nicht wiederherstellen. Daher schien hier die Bildung
der Autophagosomen reduziert und somit die friihe Phase der Autophagie betroffen zu sein
(Abb. 22). Damit schien die enzymatische Aktivitit von SIRT4 fiir die Bildung von LC3B-II
unter Pseudohypoxie notwendig zu sein. Die fehlenden Unterschiede der
LC3B-I-Proteinmengen zwischen den Genotypen (Abb. 15B) lassen auch auf eine Regulation
beziiglich der Entstehung von LC3B-II aus LC3B-I hindeuten. Somit schienen die in Abb. 28
vermuteten regulatorischen Einfliisse von SIRT4 {iber seine Interaktoren HDAC6 und OPAL1
keinen signifikanten Einfluss auf die LC3B-II-Dynamik zu haben. Daher betraf die mdgliche
Dysregulation der Autophagie in SIRT4(H161Y)-exprimierenden HEK293-Zellen am ehesten

die Autophagieinitiation.

5.5 SIRT4(H161Y) scheint iiber Stabilisierung von ULK1 pS758 und pS638 die

Autophagie zu inhibieren

Es gibt verschiedene molekulare Ansétze, an denen SIRT4 die Autophagie in der Initiation und

frithen Phase regulieren konnte (Abb. 29A).
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Abb. 29: Mégliche Ansatzpunkte, an denen SIRT4 die Autophagie-Initiation und den autophagic
flux regulieren konnte und dessen Funktion hierbei moglicherweise durch Uberexpression von
SIRT4(H161Y) dominant-negativ beeinflusst wird.

Gezeigt sind mogliche Ansatzpunkte, an welchen SIRT4 auf die Autophagosomenbildung wirken
konnte. (A) SIRT4 hat einen positiven Einfluss auf die Autophagie durch Aktivierung der
Adenosinmonophosphat-aktivierten-Proteinkinase (AMPK) [163, 197]. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von SIRT4 oder die stressinduzierte Hochregulation von endogenem
SIRT4 via Aktivierung des Insulin-degradierenden Enzyms (IDE) Phosphatase and Tensin homolog
(PTEN) abbaut und hierbei die Autophagie steigert [165]. (B) Bekannterweise begiinstigen auch SIRT2
iiber ATG4 [198] und SIRT1 {iber ATG7 [199] die Autophagie. Moglicherweise wire dieses ebenso ein
Angriffspunkt von SIRT4, was derzeit jedoch noch unbekannt ist. (C) SIRT4 erhoht iiber
Deacetylierung von Sec! Family Domain Containing 1 und Bildung des soluble N-ethylmaleimide-
sensitive-factor attachment receptor (SNARE)-Komplexes die Fusion von Autophagosomen und
Lysosomen [164]. Die Abbildung wurde mit Hilfe von biorender.com erstellt.

Liu et al. [165] beschrieben einen Mechanismus, durch welchen SIRT4 via Interaktion mit dem
Insulin-degradierenden Enzym (IDE) eine Degradierung von PTEN bewirkt. Dariiber hinaus
fordert SIRT4 hierbei augenscheinlich liber Inhibition von mTORCI1 — {iber einen bisher
unklaren Mechanismus — die Autophagie (Abb. 29A). Da dieser Mechanismus jedoch auch in
SIRT4(H161Y)-exprimierenden Zellen nachgewiesen wurde, spielt es mit an Sicherheit
grenzender Wahrscheinlichkeit keine Rolle in dem in dieser Arbeit analysierten
Pseudohypoxiemodell. Diese Annahme miisste in einem wichtigen Briickenexperiment durch
Analyse der PTEN-Proteinmengen in SIRT4-eGFP- vs. SIRT4(H161Y)-eGFP-exprimierenden
HEK293-Zellen nach CoCl2-Behandlung tiberpriift werden.

Eine weitere Moglichkeit wire, dass SIRT4 die AMPK-Aktivitdt erhoht [163, 197]. Dabei ist
bekannt, dass AMPK als Aktivator der Autophagie fungiert, indem es unter anderem den
kritischen ULK-Komplex aktiviert [166, 200] (1.1.1). Interessanterweise wurde gezeigt, dass
die Inhibition der AMPK-Expression die Umwandlung von LC3B-I zu LC3B-II hemmt [201].
Somit konnten die erniedrigten LC3B-II-Proteinmengen in den SIRT4(HI161Y)-
exprimierenden Zellen auf eine verminderte Aktivierung von AMPK hinweisen. Dadurch wére

die Autophagie-Initiation iiber ULKI und Umwandlung von LC3B-1 zu LC3B-II
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eingeschrinkt. Ebenfalls sind weitere Sirtuine dafiir bekannt, iber den AMPK-Signalweg die
Autophagie zu beeinflussen. Beispielsweise zeigte sich in mehreren Studien, dass SIRT3 {iber
AMPK die Autophagie positiv reguliert [202, 203]. Des Weiteren wurde eine Aktivierung von
AMPK durch SIRT5 nachgewiesen [204]. Ebenfalls wurde gezeigt, dass SIRT1 iiber den
Leberkinase B1-AMPK-Signalweg die Autophagie aktiviert [205, 206] (Abb. 29B).

SIRT1 kann zusétzlich {iber eine direkte Interaktion mit LC3B sowie Interaktion mit ATG7 und
ATGS die Autophagie regulieren [178] (Abb. 29B). Durch SIRT1-vermittelte Deacetylierung
von LC3B wird dessen Transport aus dem Nukleus und somit die Bildung von
Autophagosomen begiinstigt [207]. Die Deacetylierung von LC3B ist notwendig flr die
Konjugation an ATG7 [207], wobei ATG7 an der Bildung von LC3B-II aus LC3B-I beteiligt
ist [199] (1.1.1; Abb. 29B). SIRT1 kann zudem auch direkt ATG7 und ATGS5 deacetylieren
[199]. Interessanterweise fiihrte die Expression der SIRT1(HY)-Mutante, welche enzymatisch
inaktiv ist, zu einer Inhibition der Umwandlung von LC3B-I zu LC3B-II. Das betont die
dominant-negative Wirkung dieser Mutante [199] analog zu SIRT4(H161Y). Da SIRT4 auch
partiell im Nukleus lokalisiert ist [99, 135], konnte SIRT4 ebenfalls den Transport von LC3B
aus dem Nukleus fordern und so analog zu SIRT1 die Entstehung von LC3B-II aus LC3B-I
regulieren. Insgesamt zeigen sich somit mogliche Parallelen in der Regulation der Autophagie
durch SIRT1 und SIRT4 (Abb. 29B).

Als ein weiteres Sirtuin mit einem Einfluss auf die Autophagosomenbildung wurde SIRT2
beschrieben, welches ATG4B deacetyliert [198]. ATG4B ist essentiell fiir die Spaltung von
LC3B zu LC3B-I [46]. Im Falle von SIRT4 scheint eine Regulation iiber ATG4B jedoch
unwahrscheinlich zu sein, da bei Uberexpression von SIRT4 oder SIRT4(H161Y) und erfolgter
CoCl-Behandlung keine signifikanten Unterschiede in den LC3B-I-Proteinmengen zwischen
den untersuchten Genotypen beobachtet wurden (Abb. 15 und 16). Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass die SIRT4-vermittelte Regulation von LC3B zwischen LC3B-1 und LC3B-II in der
frithen Autophagie auftritt (Abb. 29A).

Neuere Literaturbefunde identifizierten Sec! Family Domain Containing 1 (SCFDI) als neues
Zielprotein und Substrat von SIRT4. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die SIRT4-vermittelte
Deacetylierung von SCFD1 die Autophagie durch Steigerung der Fusion von Autophagosomen
und Lysosomen iiber eine vermehrte Bildung des SNARE-Komplexes erhoht [ 164] (Abb. 29C).
Da die Behandlung mit BafA1l in SIRT4(H161Y)-exprimierenden HEK293-Zellen jedoch unter
pseudohypoxischen Bedingungen keinen Anstieg an LC3B-II-Proteinmengen bewirkte, scheint
eine gestorte SIRT4-SCFD1-Interaktion/-Funktion und somit Autophagosom-Lysosom-Fusion

als Hauptregulationsmechanismus der Autophagie durch die enzymatische Aktivitit von SIRT4
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eher unwahrscheinlich zu sein.

Als Ursache fiir die fehlende Zunahme von LC3B-II in CoClz-behandelten HEK?293
SIRT4(H161Y)-eGFP-Zellen konnten keine Hinweise auf Defekte in der spiten Phase der
Autophagie gewonnen werden, insbesondere durch Einsatz von BafAl (Abb. 22). Deshalb
wurde der Einfluss von SIRT4 und SIRT4(H161Y) auf die Regulation der frithen Phase der
Autophagie, also die fiir die Autophagie-Initiation kritische Kinase ULKI1, untersucht.
Interessanterweise konnte bei Uberexpression von SIRT4(H161Y)-eGFP im Gegensatz zu den
eGFP- und SIRT4-eGFP-exprimierenden Zellen keine Herunterregulation der ULK1 pS758-
und ULK1 pS638-Proteinmengen nach CoCl>-Behandlung beobachtet werden (Abb. 23 und
Abb. 24). Bekannt ist, dass ULK1 an Ser758 und Ser638 durch mTORC]1 phosphoryliert wird
und dadurch die Autophagie inhibiert wird [15-20]. AMPK hingegen phosphoryliert ULK1 an
Ser317, Ser638 und Ser777 und aktiviert die Autophagie [20, 23]. Diese Phosphorylierung kann
durch mTORC1-vermittelte Phosphorylierung von ULK1 verhindert werden [20, 23]. Zudem
wurde gezeigt, dass SIRT4 die AMPK-Aktivitdt erhoht [163, 197]. Somit schien in HEK293
eGFP- und HEK293 SIRT4-eGFP-Zellen, in welchen die ULK1 pS638- und pS758-
Proteinmengen nach CoClz-Behandlung abnahmen, eine verringerte Phosphorylierung durch
mTORCI zu erfolgen und somit die Autophagie erhoht zu sein. In HEK293 SIRT4(H161Y)-
eGFP-Zellen hingegen schienen die inhibierenden Phosphorylierungen von ULK1 an Ser638
und Ser758 zu liberwiegen, sodass dort die Initiation der Autophagie wahrscheinlich inhibiert
war. Diese Befunde sprechen insgesamt dafiir, dass die enzymatische Aktivitidt von SIRT4 fiir
die verringerte Phosphorylierung von ULK1 an Ser638 und Ser758 und die Initiation der
Autophagosomenbildung notwendig zu sein schien (hypothetisches Modell beziiglich der Rolle
von SIRT4 in Abb. 30). Bei der Aktivierung von ULK1 und der Initiation der Autophagie
erfolgt eine Bildung des ULKI1-Komplexes, bestehend aus ULK1, ATG13, FIP200 und
ATG101 [27]. Dabei konnten zwischen den untersuchten Genotypen keine Unterschiede der
ATG13- und FIP200-Proteinmengen nachgewiesen werden (Abb. 25 und Abb. 26). Allerdings
wurden dabei die Proteinmengen analysiert, nicht jedoch die Phosphorylierung und somit die

Regulation dieser Proteine des ULK1-Komplexes.
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FIP200

ATG101

Abb. 30: Maogliche Rolle von SIRT4 in der ULKI1-abhéingigen Regulation der
Autophagieinitiation.

Dargestellt ist eine mogliche Rolle von SIRT4 in der ULKI-vermittelten Regulation der
Autophagosomenbildung. Ein méglicher Ansatz ist, dass die enzymatische Aktivitdt von SIRT4 eine
Inhibition von mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1) bewirkt [165]. Durch mTORC1
wird Unc-51 like autophagy activating kinase 1 (ULK1) an Serin 638 und Serin 758 phosphoryliert
(pS638, pS758) und dadurch inhibiert, sodass keine Autophagieinitiation stattfindet [15-20, 22, 24]. Ein
weiterer Mechanismus konnte die Aktivierung von Adenosinmonophosphat-aktivierte-Proteinkinase
(AMPK) durch SIRT4 sein. Dadurch wiirde ULK1 durch Phosphorylierung an Serin 777 und Serin 317
aktiviert und die Autophagie initiiert werden [16, 20, 22, 23, 163]. Der ULK1-Komplex aus ULKI,
Autophagie regulierender Protease 13 (ATG13), ATG101 und focal adhesion kinase family-interacting
protein of 200 kDa (FIP200) bewirkt hierbei die Initiation der Autophagie [28, 29]. PE,
Phosphatidylethanolamin-Anker. Die Abbildung wurde mit biorender.com erstellt und modifiziert nach:
Zhang, 2015 [21] und Dodson ef al., 2013 [16]. Publikation der Abbildung als Preprint in Lehmkuhl,
Amin et al., 2025 [182].

Zusammenfassend ergeben sich verschiedene Ansatzmdglichkeiten, iiber welche SIRT4 positiv
auf die Autophagieregulation wirken konnte (Abb. 29, Abb. 30). Hervorzuheben ist, dass
SIRT4 insbesondere fiir die Umwandlung von LC3B-1 zu LC3B-II wichtig zu sein scheint. Die
genaue molekulare Wirkung von SIRT4 auf die frithe Autophagieregulation und die hier
notwendige enzymatische Aktivitidt (zum Beispiel Deacetylierung oder ADP-Ribosylierung;

[208]) ist jedoch bisher unbekannt und kann in weiteren Analysen genauer erforscht werden.
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5.6 Ausblick

In zukiinftigen Forschungsarbeiten sollte genauer analysiert werden, welche Rolle SIRT4 in der
frithen Autophagiephase und moglicherweise in der Bildung von Autophagosomen molekular
einnimmt. Hier sollte insbesondere der Einfluss von SIRT4 auf die LC3B-II-Antwort erforscht
werden, da sich diese in der vorliegenden Arbeit als kritischer Punkt in der Regulation der
Autophagie durch SIRT4 herauskristallisiert hat. Damit verbunden ist auch die beobachtete
Fehlregulation durch SIRT4(H161Y). Hierbei steht die weitere Untersuchung der Regulation
der Autophagieinitiation im Vordergrund. Dabei liegt der Fokus auf der Regulation des ULK1-
Komplexes durch SIRT4, mTORC1 und AMPK.

Ein weiteres Ziel ist es, durch Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR)/Cas-vermittelte Punktmutation im Sirt4-Genlocus endogen SIRT4(H161Y)-
exprimierende Zellmodelle zu generieren. Diese wiirden es ermdglichen, die Rolle von
endogenem SIRT4 und seiner enzymatischen Aktivitdt in der Autophagieregulation zu
charakterisieren und hierbei médgliche Uberexpressionseffekte zu vermeiden. Ein weiterer
Aspekt wire die Etablierung stabiler SIRT4-knock-out-Zellen, die ebenfalls mittels der
CRISPR/Cas-Methodik generiert werden sollten. Dadurch wére es moglich, den Einfluss einer
SIRT4-Defizienz auf die (pseudo)hypoxische Autophagie-/Mitophagieantwort zu analysieren.
Des Weiteren sollten die im Modell der CoClx-Behandlung/Pseudohypoxie gewonnenen
Befunde unter Bedingungen der klassischen Hypoxie verifiziert beziehungsweise bestitigt
werden. In diesem Zusammenhang wire eine weitere Optimierung der Zellkulturbedingungen
im Rahmen der Hypoxiemethode (1 % O>) notwendig.

SchlieBlich wire die Ubertragung der in dieser Arbeit in HEK293-Zellen erhobenen Befunde
auf ein Zellmodell mit mehr beziehungsweise direkter klinischer Relevanz wichtig. Neuere
Daten legen nahe, dass SIRT4 als Tumorsuppressor durch Induktion der Autophagie und
Aktivierung des p53-Signalwegs die Tumorgenese und Progression duktaler Adenokarzinome
des Pankreas inhibieren kann [163]. Bisher ist jedoch noch unbekannt, inwiefern diese SIRT4-
p53-Autophagie-Achse in Adenokarzinomen des Pankreas [163] auch iiber eine Regulation der
mTORCI1-AMPK-ULK1-Achse und somit der Autophagieinitiation verlduft. Dies sollte in
weiteren Untersuchungen geklart werden. Interessanterweise kann eine chemo- oder
radiotherapieinduzierte Autophagie auch eine tumorprotektive Wirkung aufweisen [209-212].
Beispielsweise zeigt die bestrahlungsinduzierte Zunahme der zelluliren Autophagie einen
protektiven Uberlebenseffekt auf Zervixkarzinomzellen und hepatozellulire Karzinome [213,
214]. Somit wére zu kldren, ob in Anlehnung an Li ef al. [163] die Hemmung von SIRT4

beziehungsweise ~ die  Uberexpression von  SIRT4(H161Y) eine p53- und
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tumorwachstumsinhibierende Wirkung nach sich zieht.

5.7 Schlussfolgerung

Die Untersuchungen dieser Arbeit sowie das daraus resultierende Manuskript Lehmkuhl, Amin
et al. [182] kommen zu dem Entschluss, dass SIRT4 aufgrund des Phinotyps der dominant-
negativen, enzymatisch inaktiven Mutante SIRT4(H161Y) die LC3B-II-Bildung und somit
moglicherweise die Autophagosomenbildung und Autophagie positiv reguliert. Diese
Regulation scheint unabhéngig von der Histondeacetylase HDAC6 und dem mitochondrialen
Fusionsregulator OPA1 zu sein, aber abhingig von der zentralen, autophagieinitiierenden
Kinase ULK 1. Somit scheint die Initiationsphase/frithe Phase der Autophagie betroffen zu sein.
In dieser Phase beeinflusst SIRT4(H161Y) das mTORCI-AMPK-ULKI1-Netzwerk
dahingehend, dass inhibitorische ULK1-Phosphorylierungen stabilisiert werden und somit die
Autophagieinitiation und/oder LC3B-II-Antwort gehemmt wird. Zusammenfassend sprechen
die Befunde dieser Arbeit dafiir, dass SIRT4 und seine enzymatische Aktivitit liber eine
Aktivierung von ULKI fiir den autophagic flux und somit fiir die friihe Autophagie notwendig

sind.
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