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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Autophagie

Das Wort ,, Autophagie” leitet sich aus dem Altgriechischen ab und setzt sich aus der Vorsilbe ,,auto”

(=selbst) und dem Wortstamm , phagie” (=essen) zusammen. Es handelt sich um einen zelluldren

Mechanismus, durch den vor allem unter nahrstoffarmen Bedingungen bestimmte Zellbestandteile

den Lysosomen zugeflihrt und dort abgebaut werden (Ravikumar et al.,, 2010a). Der Begriff

»Autophagie” wurde 1963 von Christian de Duve gepragt, obwohl das Phdnomen bereits in den 50er

Jahren von verschiedenen Wissenschaftlern beschrieben wurde (De Duve, 1963; Yang and Klionsky,

2010). Durch den Selbstverdau-Mechanismus wird einerseits Energie gewonnen und andererseits die

Zelle von Uberfliissigen oder schadlichen Proteinen und Zellorganellen gereinigt. Autophagie ist ein

evolutiondr hochkonservierter Prozess, dessen prinzipieller Ablauf sich in Einzellern, wie zum Beispiel

Hefepilzen, und Saugerzellen kaum unterscheidet. Im Wesentlichen werden drei Formen der

Autophagie voneinander abgegrenzt:

1)

2)

3)

Chaperon-vermittelte ~ Autophagie: Bestimmte zytosolische Proteine werden durch
Chaperonkomplexe erkannt, zu den Lysosomen transportiert und dort Uber spezifische
Rezeptoren zur Degradation aufgenommen (Bandyopadhyay et al., 2008). Diese flr den Abbau
bestimmten Proteine weisen alle ein gemeinsames Pentapeptid-Motiv in ihrer
Aminosaduresequenz (KFERQ) auf, das von einem Komplex aus u.a. hsc70 (heat shock cognate
proteins of 70kDa) erkannt wird (Kaushik et al., 2011). Mit Hilfe dieser Chaperone gelangen die
aussortierten Proteine zu der Lysosomenmembran und werden dort an den LAMP-2A-Rezeptor
(Lyosome-associated membrane protein Typ2A) gebunden, welcher tGber die Aufnahme der

Proteine in die Lysosomen deren eigentlichen Abbau einleitet (Cuervo, 2004).

Mikroautophagie: Hierbei handelt es sich um einen Abbauvorgang, bei dem lysosomennahe
Zytoplasmabestandteile durch Einstllpung der Lysosomenmambran und anschliefender

Abschniirung eines Vesikels in das Lysosom aufgenommen werden (Li et al., 2012).

Makroautophagie: Hier wird im Zytosol das abzubauende Zellmaterial von einer
Doppelmembran eingeschlossen. Die so entstehenden Autophagosomen verschmelzen
daraufhin mit Endosomen und/oder mit Lysosomen, in denen ihr Inhalt schlieRlich abgebaut
wird (Boya et al., 2013). Der Begriff ,Makroautophagie” wird in dieser Arbeit mit dem Begriff

»Autophagie” gleichgesetzt und soll im Folgenden ausfiihrlicher beschrieben werden.
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1.1.1 Ablauf der Autophagie

1.1.1.1  Uberblick iiber die Autophagosomenformation

Nach Induktion der Autophagie wird das abzubauende Zellmaterial von einer Doppelmembran
eingeschlossen. Diese entsteht aus einer sogenannten Phagophore, welche sich durch das
Zusammenwirken mehrerer Faktoren (siehe Abschnitt 1.1.1.2) solange vergroRert, bis das fir den
Abbau bestimmte Zellmaterial komplett von der Membran umgeben ist. Das Endprodukt dieses
Reifungsprozesses ist das Autophagosom. Dieses verschmilzt anschlieBend mit einem Lysosom,
welches die fur den Verdau notwendigen hydrolysierenden Enzyme enthélt. Dabei entsteht das
Autolysosom, in dem dann der eigentliche Abbau des Autophagosomeninhalts beginnt (Ravikumar et
al., 2009). Der detaillierte Vorgang wird hier, soweit nicht anders vermerkt, nur fir Saugerzellen

beschrieben.

Phagophore Autolysosom

Lysosom

Abbildung 1.1-1: Schematische Darstellung des Ablaufs der Autophagie. Der autophagische Prozess ist durch
die Bildung von Autophagosomen, die das fir den Abbau bestimmte Zellmaterial mit einer Doppelmembran
umschlieRen, gekennzeichnet. Durch die Fusion mit einem Lysosom entsteht ein Autolysosom, in dem der
eigentliche Abbauvorgang stattfindet. Modifiziert nach (Ravikumar et al., 2010a).

Fir den reibungslosen Ablauf der Autophagie ist das prdzise Zusammenspiel einer Vielzahl
verschiedener Proteine notwendig. Diese Proteine werden als Atg-Proteine bezeichnet und durch
entsprechende Autophagie-assoziierte Gene (Atg) kodiert. In Hefezellen wurden bereits 36
verschiedene Atg-Gene beschrieben, die groBtenteils auch in Sdugerzellen in dahnlicher Form und mit

analoger Funktion nachgewiesen wurden (Stanley et al., 2014).

1.1.1.2 Bildung und Herkunft der Phagophore

Die im Ablauf der Autophagie morphologisch als erstes nachweisbare autophagische Struktur ist die

Phagophore (=Isolationsmembran) (Eskelinen and Saftig, 2009). Die Entstehung und Herkunft dieser
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sogenannten Phagophore ist momentan noch nicht abschlieRend geklart. Verschiedene Studien
weisen darauf hin, dass das endoplasmatische Retikulum (ER) der wahrscheinlichste Ursprungsort fiir
die Phagophore ist (Lamb et al., 2013). Einige fir die Autophagie essentielle Molekile (zum Beispiel
das Lipid Phosphatidyl-Inositol-3-Phosphat (PI3P), sowie die Proteine Atg5 und LC3) akkumulieren
und reichern sich an kleinen ER-assoziierten, membrandsen Strukturen an. Diese PI3P-haltigen
Membranabschnitte sind dynamisch mit dem ER verbunden und wurden von ihren Entdeckern als
Omegasome bezeichnet (Axe et al., 2008). Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass
die Phagophore mit tassenférmigen Ausstilpungen des ER verbunden ist und sich wie in Abbildung
1.1-2 (unten) dargestellt zwischen zwei ER-Zisternen verldngert (Hayashi-Nishino et al., 2009; Yl&-
Anttila et al.,, 2009). DFCP1 (Double-FYVE-containing protein), welches als Markerprotein fiir
Omegasomen identifiziert wurde (Axe et al., 2008), war an den tassenférmigen ER-Strukturen
verstarkt nachweisbar (Hayashi-Nishino et al., 2009), was die Hypothese des ERs als Ursprungsort der
Phagophore unterstltzt. Nach neuesten Erkenntnissen scheint die Autophagosomenformation an
speziellen kleinen ER-Abschnitten (MAMs = Mitochondrien-assoziierte ER-Membran), die sich mit der

Mitochondrienmembran bertihren, abzulaufen (Hamasaki et al., 2013).

Zellmembran/Endosome
Mitochondrien

2

Mitochondrien-

O%%; - 2 ? assoziierte
=T ER-Membran (MAM)

o
<

/ ?Phag!’hore?\ 441@
ER-Golgi- ? %

Intermediar-
kompartiment

Raues
endoplasmatisches Retikulum

=5

Abbildung 1.1-2: Schematische Darstellung der Herkunft der Phagophore. In Anlehnung an (Tooze and
Yoshimori, 2010).

Fir die Verlangerung der Phagophore kdnnen wahrscheinlich mehrere Zellorganellen als

Membranquelle dienen. In diesem Zusammenhang wurde die &dufere Mitochondrienmembran

3



1 Einleitung

beschrieben, da nach Hungern von Zellen eine Akkumulation von Autophagie-relevanten Proteinen
(Atg5 und LC3) an Mitochondrien gesehen wurde und der Mitochondrienmarker YFP-Mito®TM auf
Autophagosomen nachgewiesen werden konnte (Hailey et al., 2010). Bei einer weiteren moglichen
Membranquelle handelt es sich um die Plasmamembran. Es wurde gezeigt, dass das Autophagie-
assoziierte Protein Atgl6lLl an die schwere Kette des Clathrin-Proteins bindet, welches fir die
Einstllpung der Plasmamembran im Rahmen der Endozytose eine entscheidende Rolle spielt. Durch
Hemmung der Clathrin-vermittelten Membraneinstiilpung entstehen weniger Atgl16L1-haltige
Autophagosomen-Vorlauferstrukturen, die zur Reifung von Autophagosomen beitragen konnen
(Ravikumar et al., 2010b). In Hefezellen wird auch der Golgi-Apparat als maogliche Quelle fir die
Phagophorenmembran diskutiert (Ohashi and Munro, 2010). In Sdugerzellen scheint auRerdem das
ER-Golgi-Intermedidrkompartiment an der Autophagosomenformation beteiligt zu sein (Ge and

Schekman, 2014).

1.1.1.3 Initiation der Autophagosomenbildung

Fir die Einleitung der Autophagosomenbildung ist die Aktivierung des ULK-Komplexes (UNC-51-like
kinase) nétig (Itakura and Mizushima, 2010). Dieser Komplex setzt sich aus der Proteinkinase ULK1
bzw. ULK2, FIP200 (focal adhesion kinase family interacting protein of 200kDa), Atg101 und Atg13
zusammen (Mizushima, 2010; siehe Abb. 1.1-3). Unter nahrstoffreichen Bedingungen liegt dieser im
Zytosol vor und wird von mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex1) durch
Phosphorylierung inhibiert (siehe Abschnitt 1.1.2a). Durch Hungern fallt der hemmende Effekt von
mTORC1 auf den ULK-Komplex weg, wodurch sich dieser vom Zytosol an das ER verlagert (Hosokawa
et al., 2009). Durch den ULK-Komplex wird ein weiterer fir die Autophagosomenbildung essentieller
Komplex, der Phosphatidylinositol3-Kinase-Komplex aktiviert (Russell et al., 2013). Dieser besteht aus
hVps34, hVps 15 (=p150), Beclin1 und Atg 14 L (Itakura et al., 2008) und wird durch seine Untereinheit
Atg14L zum ER gelenkt (Matsunaga et al., 2010). Bei hVPS34 handelt es sich um eine Klasse3-
Phosphoinositid 3-Kinase (PI13K), die durch Phosphorilierung fir die Bildung von PI3P (= PIP3) aus
Phosphatidylinositol (PI) verantwortlich ist (Glick et al., 2010). PI3P reichert sich unter ndhrstoffarmen
Bedingungen an kleinen ER-Abschnitten an, die, wie in Abschnitt 1.1.1.2 beschrieben, einen
moglichen Ausgangspunkt fir die Autophagosomenformation darstellen (Axe et al., 2008) und
rekrutiert andere, fliir die Autophagosomenbildung notwendige Proteine. Dazu gehéren WIPI-
Proteine (WD-repeat domain phosphoinositide-interacting) und DFCP 1 (Grimmel et al., 2015; Lamb et

al., 2013). Die WIPI-Proteine scheinen mit Atg2, das zur VerschlieBung der
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Autophagosomenmembran beitrdgt, zu interagieren (Velikkakath et al., 2012). DFCP1 dient als

Omegasomenmarker, seine Funktionen sind aber noch unklar (Axe et al., 2008).

ULK-Komplex

Phosphatidylinositol 3
-Kinase-Komplex

@

mTORC1 %

Omegasom

= PI3P

Abbildung 1.1-3: Initiation der Autophagosomenbildung. Durch Zusammenwirken des ULK-Komplexes und des
PI3K-Komplexes kommt es am ER zur Ausbildung von Omegasomen. Die heranwachsende Phagophore ist in
blau dargestellt. In Anlehnung an (Lamb et al., 2013).

1.1.1.4 Atg9

Atg9 ist unter den bekannten Autophagie-assoziierten Proteinen das einzige Transmembranprotein
(Zavodszky et al., 2013). Die Verteilung von Atg9 innerhalb einer Zelle ist von der Nahrstoffsituation
abhangig. Atg9 ist unter nahrstoffreichen Bedingungen einerseits zellkernnah am Transgolgi-
Netzwerk (TGN) und andererseits in der Peripherie an spaten Endosomen lokalisiert. Bei
Nahrstoffentzug findet eine Umverteilung von Atg9 zu Gunsten der Zellperipherie statt (Lamb et al,,
2013). Die Lokalisation von Atg9 wird durch den ULK-Komplex und die p38-mitogenaktivierte Kinase
(p38a-MAPK) reguliert (Webber and Tooze, 2010; Young et al., 2006). Mit Hilfe von Bif-1 (Bax-
interacting factor-1) wird Atg9 nach Autophagie-Induktion vom TGN in vesikuldare Kompartimente
abgegeben, die mit der wachsenden Phagophore und Autophagosomen interagieren. Im Unterschied
zu Hefezellen scheint Atg9 in Sdugerzellen aber nicht in die Phagophorenmembran eingebaut zu
werden (Lamb et al., 2013; Orsi et al., 2012). Die genauen Funktionen von Atg9 sind momentan noch
unklar. Es scheint Aufgaben bei der Bildung und dem Wachstum der Phagophore zu erfiillen, indem

es vermutlich die bendtigten Lipide anliefert (Lamb et al., 2013).

1.1.1.5 Elongation der Isolationsmembran

Die Elongation der Isolationsmembran wird durch zwei Ubiquitin-dhnliche Reaktionen reguliert (Geng
and Klionsky, 2008). Bei der gewdhnlichen Ubiquitinylierung von Proteinen wird zuerst das C-
terminale Ende des Ubiquitins unter ATP-Verbrauch aktiviert, indem es lber eine Thioesterbriicke an

Enzym 1 (E1) gebunden wird. Danach wird das aktivierte Ubiquitin auf das konjugierende Enzym 2
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(E2) Gibertragen und in einem letzten Schritt mit Hilfe eines dritten Enzyms, der E3-Ligase (E3), an das
Zielprotein gebunden (Pickart and Eddins, 2004). Im Unterschied zu einer solchen
Ubiquitinylierungsreaktion, die durch drei Enzyme katalysiert wird, sind fir den
Konjugationsmechanismus im Rahmen der Elongation nur zwei Enzyme notwendig. In der ersten
Ubiquitin-dhnlichen Reaktion wird Atg12 an Atg5 gebunden (Mizushima et al., 1998; Abb. 1.1-4a).
Die Rolle des aktivierenden Enzyms (E1) wird hier von Atg7 lGbernommen. Es bindet (iber eine
Thioesterbriicke mit seinem Cystein-Rest an das C-terminale Glycin des Atgl2, wodurch dieses
aktiviert wird. Im nachsten Schritt wird das Atg12 auf Atgl0 Ubertragen, welches dem E2 der
Ubiqitinylierungsreaktion entspricht. Dieses vermittelt die Konjugation von Atg12 an das Zielprotein
Atg5 (Geng and Klionsky, 2008; Ravikumar et al., 2010a). Nach Abschluss der Reaktion bildet das
entstandene Konjugat einen Komplex mit Atg 16L (Mizushima et al., 2003). Atg 16L liegt in der Zelle als
Homodimer vor, das Uber helikale Strukturen ausgebildet wird. Es bindet Uber seine Atg5-
Bindungsdomanen nicht-kovalent zwei Atg5-Atg12-Konjugate. Vier der so entstandenen Einheiten
lagern sich schlieBlich zu einem Komplex mit einer Masse von 800kDa zusammen, dessen Bildung
auch unabhangig von Autophagieinduktion stattfindet (Zavodszky et al., 2013). Dieser Komplex lagert
sich vorzugsweise an der duBeren Membran der Phagophore an und dissoziiert von dieser sobald die
Bildung des Autophagosoms vollstandig abgeschlossen ist. Seine Aufgaben bestehen in der

Bestimmung des Ortes der LC3-Lipidierung (Zavodszky et al., 2013).

Homodimer

Abbildung 1.1-4a: Darstellung der Ubiquitin-dhnlichen Konjugationssysteme. In einer ersten Reaktion wird
Atg12 auf Atg5 Ubertragen und bildet anschlieRend einen Komplex mit Atg16L. In Anlehnung an (Geng and
Klionsky, 2008).

Das LC3 stellt eine Komponente der zweiten Ubiquitin-dhnlichen Reaktion dar. LC3 gehort zusammen
mit der GABA receptor-associated protein (GABARAP)-Familie zu den Atg8- dhnlichen Proteinen.
Beide Untergruppen sind essentiell fir die Autophagie, ibernehmen aber unterschiedliche Aufgaben
(Weidberg et al., 2010). LC3 (= microtuble-associated protein1 light chain3 = MAP1-LC3) wird als
Vorlaufermolekil (proLC3) gebildet (siehe Abb. 1.1-4b). Bevor es an der Konjugationsreaktion
teilnehmen kann, wird durch die Protease Atg4b ein Arginin-Rest an seinem C-terminalen Ende

abgespalten (Hemelaar et al., 2003; Kabeya et al., 2000). Das so entstandene Molekil heifft LC3-1 und
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tragt nun C-terminal einen Glycin-Rest. Wie in der Atg5-Atg12-Konjugationsreaktion Gbernimmt auch
hier Atg7 die Funktion von E1 und aktiviert LC3-I (iber eine Thioesterbindung. Das aktivierte LC3-I
wird dann auf das E2-ahnliche Atg3 Ubertragen. Zum Schluss erfolgt die Lipidierung, in der LC3-I
durch eine Amidbindung mit Phosphatidyethanolamin (PE) verknipft wird (Kabeya et al., 2000;
Tanida et al., 2004). Bei PE handelt es sich um ein Phospholipid, das am Aufbau von Biomembranen
beteiligt ist. Es besteht aus einer hydrophilen Kopfgruppe und zwei unpolaren
Kohlenwasserstoffschwanzen und wird unter Beteiligung des ERs und der Mitochondrien aus
Diacylglycerol gebildet. Der Austausch der Lipidstoffwechsel-Zwischenprodukte wird durch die
Anlagerung von Mitochondrien an das ER, an den sogenannten Mitochondrien-assoziierten

Membranen (MAMs) erleichtert (Vance and Tasseva, 2013).

Cystein- -

i
. @
Grea)

protease

Abbildung 1.1-4b: Darstellung der Ubiquitin-dhnlichen Konjugationssysteme. In der zweiten Reaktion erfolgt
die Lipidierung von LC3 durch PE. In Anlehnung an (Geng and Klionsky, 2008).

1.1.1.6 Reifung und Transport der Autophagosomen und deren Verschmelzung mit
Lysosomen

Da die Autophagosomen an verschiedenen Orten in der Zelle entstehen und reifen kénnen (He and
Klionsky, 2009), muss ein gerichteter Transport zu den Lysosomen gewdhrleistet sein. Dieser
Autophagosomentransfer orientiert sich an Mikrotubuli und ist zu den Mikrotubuli-organisierenden
Zentren (MTOCs) gerichtet, da dort Lysosomen vermehrt vorkommen (Fass et al., 2006). Dieser
Transportvorgang wird durch das Motorprotein Dynein ermoglicht (Kimura et al., 2008). Auf ihrem
Weg verschmelzen die Autophagosomen zum Teil mit spaten Endosomen und schliefllich mit
Lysosomen (Ravikumar et al., 2009).

Fir die Fusion werden verschiedene Proteine, wie zum Beispiel ESCRT (Endosomal Sorting Complexes
Required for Transport), Rab7 (Ras-related in brain), SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-
factor attachment receptor) und mehrere Vps-Proteine (Vacuolar protein sorting), die gemeinsam
den HOPS-Komplex bilden (homotypic fusion and protein sorting), benétigt (Jiang et al., 2014; Lee et
al., 2007). So fiihrt zum Beispiel ein Mangel an ESCRT-Proteinen zu einer Hemmung der
Autophagosomenreifung (Lee et al., 2007). Als weiteres fiir den Reifungsprozess notwendiges Protein

wurde UVRAG (UV radiation resistance-associated gene protein) beschrieben. UVRAG ist an der
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Rekrutierung der flr die Fusion notigen Proteine beteiligt. Es interagiert mit dem Vps-Komplex der
Klasse C, wodurch Rab7 stimuliert wird (Liang et al., 2008). In einem weiteren Komplex interagiert
UVRAG hingegen mit Beclinl, hVps34, hVps1l5 und Rubicon, einem Komplex, der der
Autophagosomenreifung entgegenwirkt (Matsunaga et al., 2009; Ravikumar et al., 2010a). Zusétzlich
ist flir das Gelingen der Verschmelzung mit den Lysosomen auch eine intakte Funktion der Lysosomen
notwendig. So wird zum Beispiel durch Hemmung der lysosomalen H*-ATPase durch BafilomycinAl
die Fusion von Autophagosomen und Lysosomen unterdriickt (Ravikumar et al., 2010a; Yamamoto et

al., 1998).

1.1.1.7 Das Lysosom

In den Lysosomen erfolgt der eigentliche Abbau des Zellmaterials, das von den Autophagosomen
sequestriert wurde. Lysosomen, die noch kein Abbaumaterial aufgenommen haben, werden als
primdre Lysosomen bezeichnet. Verschmelzen sie mit Autophagosomen oder Endosomen, spricht
man von sekundaren Lysosomen. Lysosomen besitzen viele verschiedene hydrolytische Enzyme, wie
zum Beispiel Proteasen, Nukleasen und Lipasen, die fiir den Abbauvorgang notwendig sind (Boya,
2012). Diese Enzyme konnen am besten bei einem pH-Wert von 4.5-5 arbeiten. Fur die
Aufrechterhaltung des sauren pH-Werts ist die membranstindige H'-ATPase zustdndig, die Energie in
Form von ATP bendtigt (Ishida et al., 2013). Nachdem die abzubauenden Molekiile verdaut wurden,
werden die entstandenen Einzelbestandteile durch Permeasen wieder an das Zytoplasma
zuriickgegeben und stehen fiir den Zellstoffwechsel erneut zur Verfiigung. Unverdauliche Abbaureste

in Lysosomen werden Residualkérperchen genannt (Graumann and Sasse, 2004).

1.1.1.8 Die Atg5/Atg7-unabhingige Autophagie

Neben der eben beschriebenen konventionellen Autophagie, wurde auch ein von Atg5 und Atg7
unabhangiger autophagischer Prozess beobachtet (Nishida et al., 2009). Atg 5-Knockout-Zellen waren
unter Behandlung mit dem Zytostatikum Etoposid gleichermaRen wie Wildtyp-Zellen fahig,
elektronenmikroskopisch sichtbare autophagische Strukturen auszubilden. Im Unterschied zu den
Wildtyp-Zellen konnte in den Knockout-Zellen aber kein LC3 in der Autophagosomenmembran
nachgewiesen werden. Weder der Knockout von Atg5 oder Atg7 als obligatorischer Bestandteil der
Ubiquitin-dhnlichen Konjugationssysteme, noch der von Atg9 verminderten das Ausmaf an
Autophagie. Komponenten aus dem ULK-Komplex (ULK1 und FIP200) und dem PI3K-Komplex

(Beclinl und Vps34) scheinen hingegen fiir diesen Mechanismus von Bedeutung zu sein. Die
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physiologische Bedeutung dieses Alternativ-Wegs ist noch unbestimmt (Juenemann and Reits, 2012;

Nishida et al., 2009).

1.1.2 Regulation der Autophagie

Um mit Hilfe von Autophagie eine bestmdgliche Anpassung an die jeweiligen
Umgebungsbedingungen der Zelle ermdglichen zu kénnen, muss der Prozess auf verschiedenen
Ebenen reguliert werden. Einige der involvierten Molekiile und Signalwege sollen im Folgenden

beschrieben werden.

a) Regulierung des ULK-Komplexes durch mTOR

Bei dem mammalian target of rapamycin (mTOR) handelt es sich um eine Serin/Threonin-Kinase, die
verschiedene regulatorische Aufgaben im Zellstoffwechsel erfiillt. Neben der Autophagie reguliert sie
die Biogenese von Ribosomen und die Translation von Proteinen (Sarbassov et al., 2005).

In Sdugerzellen wurden zwei verschiedene mTOR-Komplexe nachgewiesen (MTORC1 und mTORC?2).
mTORC1, bestehend aus mTOR, mLST8/gBL (mLST8/g-Protein B-subunit-like Protein), PRAS40
(Proline-rich Akt subutrate of 40kDa) und Raptor (regulatory-associated protein of mTOR), wird durch
Rapamycin destabilisiert, wodurch Autophagie induziert wird. mTORC2 setzt sich aus mTOR,
mLST8/gBL, SIN1, Protor und Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR) zusammen und ist
an der Regulation der Autophagie nicht direkt beteiligt (Ravikumar et al., 2010a).

Unter wachstumsférdernden Bedingungen reguliert mTORC1 den Prozess der Autophagie negativ.
Indem es direkt mit dem ULK-Komplex interagiert, vermittelt es liber die Phosphorylierung von Atg13
und ULK 1 seine hemmende Wirkung (Hosokawa et al., 2009). In ndhrstoffarmem Milieu hingegen 16st
sich mTORC1 vom ULK-Komplex, wodurch sein hemmender Einfluss aufgehoben wird. Derselbe Effekt
kann auch durch die Behandlung mit Rapamycin, welches mit FKBP 12 (FK506-binding-Protein of 12
kDa) einen Komplex bildet, erreicht werden (Shimobayashi and Hall, 2014).

mTORC1 wird durch verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel dem Ernahrungs- und Energiestatus

und dem Angebot an Aminosauren und Wachstumsfaktoren, beeinflusst (Boya et al., 2013).

e Regulierung von mTORC durch Insulin und Wachstumsfaktoren

Das Vorhandensein von Insulin und anderen Wachstumsfaktoren unterdriickt Autophagie Gber eine
positive Regulierung von mTOR. Sie aktivieren Rezeptor-Tyrosinkinasen, welche (iber verschiedene
Molekdle die Aktivierung der Phosphoinositid 3-Kinase bewirken, welche PIP3 erzeugt. Das vermehrte
Angebot von PIP3 fiihrt zur Aktivierung von der Proteinkinase B (Akt), welches wiederum den

Hamartin-Tuberin-Komplex (TSC1/TSC2) hemmt. Dadurch fillt der stimulierende Einfluss von
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TSC1/TSC2 auf die GTPase Rheb (Ras-homolog-enriched-in-brain) weg, weshalb aus Rheb-GTP kein
Rheb-GDP gebildet wird. Das anfallende Rheb-GTP wirkt aktivierend auf mTOR (Wang and Levine,
2010; siehe Abb. 1.1-5).

e Regulierung von mTORC durch Aminosauren

Wie Aminosauren mTORC aktivieren ist noch nicht vollstdndig verstanden (Meijer and Codogno,
2009). Vor allem das verzweigtkettige Leucin wurde als maRgeblicher Stimulus von mTORC unter den
Aminosaduren beschrieben (Christie et al., 2002). Aminosduren scheinen mTORC unter anderem Uiber
Rag-GTPasen, einem Heterodimer aus RagA/B und RagC/D, zu aktivieren (Sancak et al., 2008). Diese
binden direkt an mTOR und beglinstigen vermutlich die Verbindung von mTOR und Rheb (Wang and
Levine, 2010). Auch verschiedene andere Molekule, wie zum Beispiel Vps34 (Nobukuni et al., 2005),
MAPAK3, RalA/B und Rab5 (Bodemann et al., 2011; Kim and Guan, 2011) wurden als Aminos&ure-
abhangige Aktivatoren von mTORC identifiziert. Ein anderer moglicher Mechanismus funktioniert
Uber das Ausmal’ der Beladung von tRNAs mit Aminosaduren. Bei Aminosduremangel férdern sie die
Aktivierung von GCN2 (general control non-derepressible-2) und damit die Phosphorylierung von
elF2a (eukaryotic translation initiation factor-2), was letztendlich zur transkriptionellen
Hochregulierung von unter anderem verschiedenen Atg-Genen flihrt (Galluzzi et al., 2014; Wek et al.,

1995).

Insulin/
Wachstumsfaktoren

l Rezeptor-

Tyrosinkinase

mTORC1

lo

AUTOPHAGIE

Abbildung 1.1-5: Regulierung des mTOR-Komplexes. Die Anwesenheit von Insulin, Wachstumsfaktoren,
Aminosaduren und ATP fihrt zur Aktivierung von mTORC 1 und somit zur Hemmung der Autophagie.
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e Regulierung von mTORC durch den Energiestatus der Zelle

Uber den AMPK-Signalweg wird Autophagie in Abhangigkeit vom Energiestatus der Zelle stimuliert
(Abada and Elazar, 2014). Die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) wird durch zellulare Stressoren,
wie zum Beispiel Hypoxie oder Glukosemangel, welche zu einem erh6htem AMP/ATP- Verhaltnis
fUhren, aktiviert (Hardie et al., 2012). Es handelt sich um eine essentielle heterotrimere Kinase, die im
angeregten Zustand die Hochregulierung verschiedener Signalwege bewirkt, die die ATP-Produktion
stimulieren (Wang and Levine, 2010). Indem die AMPK Uber die Phosphorylierung von TSC2 zur
vermehrten Bereitstellung von Rheb-GDP fiihrt, inhibiert es mTORC1 indirekt und stimuliert somit
Autophagie (Inoki et al., 2003). Neben der Hemmung von mTORC ist die AMPK bei Energiemangel
auch zur direkten Stimulation des ULK-Komplexes und damit zur positiven Regulierung des

autophagischen Prozesses fahig (Boya et al., 2013).

b) Regulierung des PI3K-Komplexes

Auch auf der Ebene des PI3K-Komplexes wird die Autophagie durch die Bindung verschiedener
regulatorischer Proteine beeinflusst. Dabei fordern zum Beispiel UVRAG, BIF1, Atg14L und Ambral
den Prozess, wohingegen Rubicon und Bcl2 hemmend wirken (Glick et al., 2010). Besonders gut
untersucht ist die Interaktion zwischen Bcl2 und Beclin1 in Abhdngigkeit von der Nahrstoffsituation.
Bindet Bcl2 an die BH-Domane von Beclin1, wird zum einen die Interaktion zwischen Beclin1 und
Vps34 im PI3K-Komplex behindert und zum anderen die Bindungsaffinitat des proautophagischen
UVRAG zu Beclin1 vermindert. Beides fiihrt zur Hemmung der Autophagie. Die Interaktion zwischen
Bcl2 und Beclin1 kann durch eine Jnk 1-vermittelte Phosphorylierung von Bcl2 oder durch BH3-only
Proteine, die mit Bcl2 um die BH-Bindedomane von Beclinl konkurrieren, unterbunden werden

(zhou et al., 2011).

c) Regulierung der LC 3-Aktivitdt durch Phosphorylierung

Es konnte gezeigt werden, dass LC3 im phosphorylierten Zustand am autophagischen Prozess nicht
teilnimmt. Die Phosphorylierung von LC3 erfolgt durch die Proteinkinase A. Durch den Einsatz von
Substanzen, die Autophagie induzieren (wie zum Beispiel Rapamycin), kommt es zur
Dephosphorylierung von LC3 und seiner Teilnahme am autophagischen Prozess, wobei genauere

Mechanismen noch unklar sind (Cherra et al., 2010).

1.1.3 Physiologische Funktionen und klinische Relevanz der Autophagie

Autophagie kann durch eine Vielzahl von metabolischen Stressoren induziert werden. Dazu gehoren

der Entzug von Hormonen und Wachstumsfaktoren, hohe Temperaturen, Hypoxie, pharmazeutische
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Agenzien und allem voran der Mangel an Nahrung (Tukaj, 2013). Durch den Abbau von zellularem
Material tragt die Autophagie zur Bereitstellung von Aminosauren, Kohlenhydraten und Lipiden und
somit zu einem effizienten Energiehaushalt bei. Auf diese Weise hilft der Prozess den Zellen auf sich
dndernde &duBere Bedingungen zu reagieren (Singh and Cuervo, 2011). Dabei ist die hochste
autophagische Aktivitat nach einer Dauer des Hungerzustands von 6-8 Stunden beobachtbar. Vorher
dienen vor allem die Proteasomen als Energielieferanten, danach lauft verstarkt die Chaperon-
vermittelte Autophagie ab (Singh and Cuervo, 2011). Neben der Adaption an metabolische
Stresssituationen erfillt die Autophagie auch noch verschiedene andere physiologische Funktionen
(Yang et al., 2013).

Sie tragt zum Beispiel zur zelluldren Qualitatskontrolle bei, da sie an der Beseitigung alter,
Uberfliissiger oder beschadigter Organellen beteiligt ist (Tukaj, 2013). In diesem Zusammenhang
wurden kirzlich einige selektive autophagische Mechanismen, durch die bestimmte Organellen
spezifisch abgebaut werden, beschrieben. Beispiele hierfir sind Mitophagie (Abbau von
Mitochondrien), Pexophagie (Abbau von Peroxysomen) und Ribophagie (Abbau von Ribosomen)
(Kraft and Martens, 2012). So wurde in Mausen mit Autophagie-defizienten Herzmuskelzellen unter
anderem eine Aggregation von Mitochondrien, einhergehend mit kardialer Hypertrophie, beobachtet
(Nakai et al., 2007). Auch in der Qualitatskontrolle von Proteinen ist die Autophagie involviert, indem
sie am Abbau von aggregationsanfalligen Proteinen mitwirkt. Konditionale Atg7-Knockout-Tiere sind
durch eine Anhaufung von ubiquitinierten Proteinaggregaten in der Leber aufgefallen (Komatsu et al.,
2005). Auch einige neurodegenerative Erkrankungen gehen mit der Akkumulation solcher
Proteinaggregate in den betroffenen Hirnregionen einher. Zu diesen Krankheiten zahlen unter
anderem der Morbus Parkinson, der Morbus Alzheimer, die Chorea Huntington sowie die
amyotrophe Lateralsklerose (Menzies et al., 2015). Im Umkehrschluss konnte auch gezeigt werden,
dass ein Ankurbeln der Autophagie die Beseitigung der Proteinaggregate verbessert und zu einem
teilweisen Riickgang der Symptome flhrte (Eskelinen and Saftig, 2009; Sarkar et al., 2007).

Weiterhin wird die Zellreifung und Differenzierung durch Autophagie beeinflusst. Dabei scheint der
autophagische Prozess zu zwei Entwicklungszeitpunkten eine besonders wichtige Rolle zu spielen. Ein
kritischer Zeitpunkt ist unmittelbar nach der Befruchtung der Oozyte. Es wurde beobachtet, dass
Oozyten-spezifische Atg5-Knockout-Mause wahrend der Embryogenese zwischen dem 4-Zell- und
dem 8-Zellstadium verstarben (Mizushima and Levine, 2010; Tsukamoto et al., 2008). Auch in der
Periode unmittelbar nach der Geburt, mit dem Wegfall der miitterlichen Nahrstoffversorgung liber

die Plazenta, ist die Autophagie zur Energieproduktion Uberlebenswichtig. Autophagie-defiziente
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Mause verhungerten innerhalb eines Tages nach der Geburt (Kuma et al., 2004; Mizushima and
Levine, 2010).

Auch bei der Immunabwehr im Rahmen von infektiésen Prozessen spielt die Autophagie eine wichtige
Rolle. So stellt der autophagische Prozess einen Schutzmechanismus gegeniiber verschiedenen
intrazellularen Pathogenen dar. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass bei einer Herpes-
Simplex-Infektion Autophagie induziert wird und das die Viren einen Virulenzfaktor (ICP 34,5) tragen,
der sie vor der Abwehr durch Autophagie beschiitzt (Eskelinen and Saftig, 2009). Auch gegen
bakterielle Infektionen kann Autophagie schiitzen, indem beispielsweise A-Streptokokken
sequestriert und eliminiert werden (Nakagawa et al., 2004).

Eine noch nicht vollstandig verstandene Doppelrolle scheint die Autophagie im Rahmen der
Zytoprotektion zu spielen (Tukaj, 2013). Einerseits wird sie vor allem als Schutzmechanismus
gegeniiber zelluldren Stressoren verstanden, andererseits kann der Prozess bei Uberlastung des
autophagischen Systems aber auch zum Zelltod fihren (Shintani and Klionsky, 2004). In diesem
Zusammenhang wird auch von autophagischem Zelltod gesprochen. Dieser Prozess ist morphologisch
durch Akkumulation von autophagischen Vakuolen im groBen Umfang gekennzeichnet und lauft
Caspase-unabhangig und ohne die typischen Apoptosemerkmale wie zum Beispiel Kernkondensation
und -fragmentation ab (Kroemer and Levine, 2008).

Desweiteren fordert ein gestorter Ablauf der Autophagie die Entwicklung von Tumoren (Eskelinen
and Saftig, 2009). Fiir eine Reihe von Brust- und Ovarialkarzinomen wurde gezeigt, dass das fur die
Autophagie essentielle Beclin1-Gen monoallelisch fehlt und dass in umgekehrter Weise eine
Uberexpression von Beclin1 die Karzinogenese hemmt (Liang et al., 1999; Yang et al., 2011). Eine
mogliche Erklarung hierfir ist, dass bei fehlerhaft ablaufender Autophagie, die Akkumulation von
Proteinaggregaten und geschadigten Organellen zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und
damit verbundenen DNA-Schaden mit resultierender genomischer Instabilitat fihrt (Mathew et al.,
2009; Yang et al., 2011). In fortgeschrittenen Tumorstadien scheint die Autophagie allerdings einen
gegensatzlichen Effekt auf das Tumorwachstum zu haben (Eskelinen and Saftig, 2009). Sie beginstigt
die Stresstoleranz von Tumoren und unterstitzt das verstarkte Tumorwachstum durch die
Bereitstellung von Energiequellen (Degenhardt et al., 2006; Yang et al., 2011). Im Unterschied zu
Tumorzellen mit einer regelhaft ablaufenden Autophagie fielen Autophagie-defiziente Tumorzellen
durch eine verminderte Uberlebensdauer auf (Mathew et al., 2009). Aus diesen Beobachtungen wird
derzeit versucht, einen therapeutischen Nutzen ziehen, indem der Effekt von Autophagie-
Hemmstoffen in Kombination mit Chemotherapeutika in der Krebstherapie Gberprift wird (Rebecca

and Amaravadi, 2015).
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Es gibt viele weitere Erkrankungen, wie zum Beispiel vakuoldare Myopathien, Morbus Crohn,
Autoimmunerkrankungen, lysosomale Speicherkrankheiten und Lebererkrankungen, die mit einer
fehlerhaft ablaufenden Autophagie assoziiert sind (Tukaj, 2013), die hier aber nicht im Detail

besprochen werden kénnen.

1.2 Der Transkriptionsfaktor Miz1

1.2.1 Strukturelle Eigenschaften

1997 wurde Miz1 (Myc-interacting Zinkfinger protein1) mit Hilfe eines Hefe-Zwei-Hybrid-Systems als
Bindungspartner von c-Myc, einem in vielen humanen Tumoren deregulierten Protoonkogen,
identifiziert (Eilers and Eisenman, 2008; Peukert et al., 1997a; Abb. 1.2-1). Sequenzanalysen zeigten,
dass es sich um ein Zinkfingerprotein, das aus 803 Aminosduren besteht, handelt. Miz1 tragt 13
Zinkfinger, von denen 12 in der C-termialen Halfte des Proteins sehr dicht beieinander liegen. Der
dreizehnte Zinkfinger ist von diesen durch eine a-helikale Zwischenstruktur, Gber die Miz1 mit Myc
interagieren kann, getrennt (Peukert et al., 1997a). Zinkfingerproteine bilden durch den Einbau von
Zinkatomen fingerformige Strukturen, Uber die sie an DNA oder RNA binden und als
Transkriptionsfaktoren wirken kénnen (Christen and Jaussi, 2004). Neben den 13 Zinkfingern weist
Miz 1 an seinem N-terminalen Ende noch eine BTB/POZ-Domane (poxvirus and zinc finger/bric-a-brac,
tramtrack and broad complex) auf (Peukert et al., 1997a). Eine BTB/POZ-Domaéne konnte in etwa 40
Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden und vermittelt Protein-Protein-Interaktionen
(Stead et al., 2007; Stogios et al., 2005). Die meisten dieser Transkriptionsfaktoren spielen bei der
Proliferation und Entwicklung von Zellen, sowie in verschiedenen Krebsarten eine Rolle (Kelly and
Daniel, 2006). Aufgabe dieser BTB/POZ-Domane ist es, die Homooligomerisierung von Miz1 zu einem
Tetramer zu vermitteln, die fir seine Funktion als Transkriptionsfaktor essentiell ist. Dabei erfolgt die
Homodimerisierung durch Interaktion von a-Helices, die Tetramere entstehen durch
Wechselwirkungen ihrer B-Faltblattstrukturen (Stead et al., 2007). Zuséatzlich wird die POZ/BTB-

Domane zur Rekrutierung spezifischer anderer Bindungspartner benétigt (Stead et al., 2007).

Zinkfinger 1-12 13

n-Terminus| | POZ/'?TB' I | | | | | | | | | | | | | | |c-Terminus
Domane

Myc-
Bindungsstelle

Abbildung 1.2-1: Schematische Darstellung des Mizl-Proteins.
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Um die Funktionen von Miz1l genauer untersuchen zu kénnen, wurde ein Mausmodell entwickelt,
indem die POZ/BTB-Domaéne-kodierende Sequenz mit loxP-sites flankiert ist und mit Hilfe einer Cre-

Rekombinase ausgeschnitten werden kann (Gebhardt et al., 2007).

1.2.2 Funktionelle Eigenschaften von Mizl

Wahrend der Embryogenese wird Miz 1 ubiquitdr exprimiert und scheint eine entscheidende Rolle im
Entwicklungsprozess zu spielen, da Mduse mit einem Knockout des kompletten Miz1-Gens den
Entwicklungstag 7.5 nicht Uberleben (Adhikary et al., 2003). Auch in verschiedenen anderen
Entwicklungsphasen, wie zum Beispiel der Reifung von B- und T-Lymphozyten (Moroy et al., 2011),
der Morphogenese von Haarfollikeln (Gebhardt et al., 2007), oder wahrend der Differenzierung der
Brustdriise (Sanz-Moreno et al., 2014) kommt dem Transkriptionsfaktor eine essentielle Bedeutung
zu. Neben seinen Funktionen im Rahmen der Entwicklung, trdgt Mizl aullerdem zur
Aufrechterhaltung des Myelinisierungsstatus von Schwann-Zellen bei (Sanz-Moreno et al., 2015).

Im Unterschied zu vielen anderen Transkriptionsfaktoren, die eine POZ/BTB-Domine enthalten,
kommt das Miz 1-Protein nicht nur im Zellkern, sondern auch im Zytosol vor (Peukert et al., 1997a)

und erfillt, je nach Lokalisation, verschiedene Aufgaben.

1.2.2.1 Transkriptionsregulierung durch Miz1

Im Zellkern wirkt Miz1 als Transkriptionsfaktor und kann Gene sowohl unabhangig, als auch im
Zusammenspiel mit Myc oder anderen Proteinen regulieren (Herkert and Eilers, 2010). Die DNA-
Sequenzen, an die Miz1 dabei bindet, wurden kirzlich identifiziert. Sie befinden sich nahezu
ausschlieflich im Kernbereich der Promotoren verschiedener Gene (Wolf et al., 2013). In Fibroblasten
bindet Miz1 an insgesamt 6876 Promotoren, von denen 4985 ebenfalls von Myc gebunden werden
(Walz et al., 2014). Freies Miz1 bewirkt die transkriptionelle Aktivierung verschiedener Gene, wobei
es sich die beiden Koaktivatoren p300 und Nucleophosmin (Npm1) zur Hilfe nimmt (Staller et al.,
2001; Wanzel et al., 2008, Abb. 1.2-2). Es handelt sich vor allem um Gene, die flr den Zellzyklusarrest,
flr die Differenzierung und fiir die Reaktion auf DNA-Schaden eine wichtige Rolle spielen (Stead et al.,
2007). Ist neben Miz1 allerdings auch noch der Myc/Max-Komplex anwesend, wird die Expression
vieler dieser durch Miz1 aktivierten Gene unterdriickt. In diesem Falle bindet Myc lber seine HLH-
Doméne an Miz1 und fiihrt zu einer Umkehr der transkriptionellen Eigenschaften von Miz1. Die
hemmende Wirkung dieses Komplexes wird durch unterschiedliche Mechanismen vermittelt. Zum

Beispiel werden durch die Bindung von Myc die Koaktivatoren von Miz1 verdrangt. Myc konkurriert
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beispielsweise mit der Histonacetyltransferase p300 um sich (iberlappende Bindungsstellen auf dem
Miz 1-Protein, wodurch der transkriptionsférdernde Effekt von p300 abgeschwacht wird (Staller et al.,
2001). Die Regulierung des Koaktivators Nucleophosmin durch Myc erfolgt indirekt, indem Myc die
Expression eines Gens, das fir das ribosomale Protein L23 kodiert, stimuliert. L23 ist fahig,
Nucleophosmin im Nukleolus zuriickzuhalten und kann dadurch seine Interaktion mit Miz1
verhindern (Wanzel et al, 2008). In einem trimeren Komplex zusammen mit dem
Tumorsuppressorprotein  Arf  (alternate reading frame) konnen Mizl und Myc die
Heterochromatinbildung induzieren (Abb. 1.2-2). Die Bindung von Arf an Miz1 fihrt zu einer starken
Zunahme von Histon H3-trimethyliertem Lysin9, welches wiederum durch verstarkte Kondensierung
des Chromatins die Expressionshemmung der auf diesem Abschnitt liegenden Gene bewirkt (Herkert
et al., 2010). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der Myc/Miz 1-Komplex an der Rekrutierung der
DNA-Methyltransferase Dmnt3a zu bestimmten Promotoren beteiligt ist. Dmnt3a flhrt zur
Methylierung der Nukleotidbase Cytosin und dadurch zu einer schlechteren Zuganglichkeit der DNA
far die an der Transkription beteiligten Enzyme (Brenner et al., 2005). Desweiteren scheint Myc auch
durch die Rekrutierung der Histondeacetylase HDAC3 die Genexpression reprimieren zu kdénnen.
Durch die Aktivitdat der HDAC3 geht die Acetylierung von Histon H4 verloren, wodurch sich
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den Histonen und der DNA verstarken (Kurland and
Tansey, 2008, Abb. 1.2-2). Ob fir diesen Mechanismus ebenfalls eine Interaktion zwischen Myc und

Miz 1 notwendig ist, wurde noch nicht geklart (Wiese et al., 2013).

Abbildung 1.2-2: Hemmung der Genexpression durch Interaktion von Miz1l mit dem Myc/Max-Komplex.
Durch die Interaktion von Miz1 mit Myc/Max und Arf wird die Expression verschiedener Gene gehemmt, indem
zum Beispiel die Koaktivatoren p300 und NPM von Miz1 verdrangt und Histondeacetylasen (HDAC3), sowie
DNA-Methytransferasen (Dnmt3a) aktiviert werden. Entnommen aus (Herkert and Eilers, 2010).

Mizl kann neben Myc jedoch auch noch mit anderen Proteinen interagieren, um eine

Transkriptionsrepression zu bewirken. Dazu gehéren zum Beispiel das Protoonkogen Bcl6 (B-
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cell ymphoma 6) (Phan et al., 2005), sowie der Transkriptionsfaktor Zbtb4 (zinc finger and BTB

domain-containing protein 4) (Weber et al., 2008).

1.2.2.2 Zielgene und damit verbundene Funktionen von Miz1

Zu den am grindlichsten erforschten von Miz1 und Myc regulierten Zielgenen gehéren CDKN2b
(kodiert fur p15™°) und CDKN1a (kodiert fur p21°Y). In beiden Fillen handelt es sich um Gene, die
fir Zellzyklus-Inhibitoren kodieren und somit Zellzyklusarrest beglinstigen (Wiese et al., 2013). Miz1
bindet dabei direkt an ihre Promotoren. Zusammen mit dem Koaktivator p300 induziert Miz1 die
Expression von CDKN2b und wirkt dadurch als Proliferationshemmer. Durch Interaktion mit Myc
hingegen wird p300 verdrangt und der neu entstandene Komplex hebt die proliferationsinhibierende
Wirkung auf (Staller et al., 2001). Dieser Mechanismus scheint besonders bei der durch TGF-$
vermittelten Wachstumshemmung wichtig zu sein, die durch die Uberexpression von Myc
iberwunden werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass bei Uberexpression einer Myc-Mutante, in
der Myc nicht mehr an Miz1 bindet, ein durch TGF-B induzierter Zellzyklusarrest nicht iberwunden
werden kann. Das bedeutet, dass Myc seine proliferationsférdernden Eigenschaften durch

Ink4b

Inhibierung von p15 nur durch Interaktion mit Miz1 vermitteln kann (Gebhardt et al., 2006). In

cipl

dhnlicher Weise wirkt Miz1 bzw. Miz 1/Myc auf die Expression von p21“"". In diesem Zusammenhang
wurde auch TopBP1 (Topoisomerasell binding protein) als ein Repressor von Miz1 entdeckt. Als
Reaktion auf UV-Strahlung wird die Expression von TopBP1 gehemmt, wodurch Miz1 von TopBP1
befreit wird und als Transaktivator des CDKN1a Promotors wirken kann. Durch Bindung von Myc an
Miz1 wird auch hier der transaktivierende Effekt von Miz1 aufgehoben und der Zellzyklusarrest
Uberwunden (Herold et al., 2002). Es wurde auch beobachtet, dass der Miz1/Myc-Komplex einen

91 Expression als Antwort auf DNA-Schaden hat

negativen Einfluss auf die durch p53-stimulierte p21
(Seoane et al.,, 2002). In durch TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat) induzierten
Hautpapillomen konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein von Miz1 notwendig ist, damit Myc
seinen inhibierenden Einfluss auf den Zellzyklusarrest ausiiben kann. Mause mit einem konditionalen
Miz 1/POZ-Knockout in Keratinozyten entwickelten unter TPA-Behandlung weniger Hauttumore als
Kontrolltiere (Honnemann et al., 2012). Neben der Expression der beiden genannten Gene, werden
durch den Komplex auch noch andere Zellzyklus-Inhibitoren, wie zum Beispiel CDKN2c (kodiert fiir
p18ink4c), CDKN1b (kodiert fur p27Kipl) und CDKN1c (kodiert fiir p57Kip2) negativ reguliert (Herkert
and Eilers, 2010).

Zu einer weiteren Zielgruppe des Miz1/Myc-Komplexes gehéren Gene, die fiir Zelladhdsionsmolekiile

kodieren. Durch Interaktion zwischen Mizl und Myc wird die Expression einiger
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Zelladhasionsproteine gehemmt. Dabei bindet der Komplex in Keratinozyten zum Beispiel an die
Promotoren der Gene die fir die Integrine a6, B1 und B4 kodieren. Durch den Verlust der Integrine
|6sen sich die Zellen von der Basalmembran ab und ihre Differenzierung wird eingeleitet (Gebhardt et
al., 2006).

AuRerdem wird die Expression von Bcl2 durch Miz1 und Myc reguliert. Bei Bcl2 handelt es sich um
ein Protoonkogen aus der Bcl 2-Familie, welche maligeblich an der Regulierung der Apoptose beteiligt
ist. Zu dieser Familie gehéren sowohl Proteine mit pro- als auch mit antiapoptotischer Wirkung,
wobei Bcl 2 selbst zu der letzteren Gruppe gehort. Auch in diesem Falle wird die Expression des Gens
durch Miz1l und Myc antagonistisch reguliert. Myc reguliert Bcl2 negativ indem es an das
transkriptionsférdernde Miz1 bindet und es inaktiviert (Patel and McMahon, 2007a). Wie in Abschnitt
1.1.2 bereits erwahnt, gehort Bcl 2 auch zu den Inhibitoren der Autophagie.

Kirzlich wurden im Zusammenhang mit der Identifikation der Miz 1-Bindungsmotive weitere direkte
Zielgene von Miz1 beschrieben. Dabei handelt es sich um Gene, die unter anderem Autophagie,
Endozytose und den vesikuldren Transport beeinflussen (Sanz-Moreno et al., 2014; Wolf et al., 2013).
Sie kodieren beispielsweise flir Ambral, Pikfyve, Exoc2 und Vamp4. Ambral stimuliert durch
Bindung an Beclinl die Autophagie (siehe Abschnitt 1.1.2b). Pikfyve wird bei der
Autolysosmenreifung gebraucht (Rusten et al.,, 2007). Exoc2 wird als Teil des Exozyst-Komplexes
durch RalA/B reguliert und hemmt mTORC1 (Bodemann et al., 2011; Martin et al., 2014). Vamp4
wirkt als Protein der SNARE-Familie an intrazelluldren Membranfusionen mit und reichert sich nach
Induktion von Autophagie zusammen mit LC3 in Phagosomenmembranen an (Chen and Scheller,
2001; Shui et al.,, 2008). Durch eine fehlerhaft ablaufende Autophagie wurde der Phanotyp von
Mausen mit POZ-Domane-Knockout im Cerebellum erklart (Wolf et al., 2013). Diese Mause zeigten
neben einer Bradykinese typische Kleinhirnsymptome, wie Tremor und Ataxie, einhergehend mit
degenerativen Veranderungen im Cerebellum in Form einer Akkumulation von polyubiquitinierten
Proteinen und p62 (Wolf et al.,, 2013). AuRerdem konnte in Mdausen gezeigt werden, dass eine
Herunterregulierung von Mizl wahrend der Schwangerschaft zu einem Laktationsdefekt der
Brustdriise mit einer vorriibergehenden Verminderung von Drisengewebe fiihrt (Sanz-Moreno et al.,
2014a). Auch dieser Phdnotyp wurde mit einer verringerten Expression von Genen, die mit
Autophagie und vesikuldarem Transport assoziiert sind, begriindet. Vermutlich hat der eingeschrankte
intrazelluldare Transport die ebenfalls beobachtete verminderte Expression des Prolaktin-Rezeptors
(PrIR) in der Plasmamembran und von ErbB4 (V-Erb-B2 Avian Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene
Homolog 4) im Nukleus zur Folge (Sanz-Moreno et al., 2014). Beide Molekiile spielen eine wichtige

Rolle in der Regulierung der Stat5-Signalkaskade, welche die Proliferation und Differenzierung von
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Brustdriisengewebe férdert (Hennighausen and Robinson, 2008). Diese Zielgene von Mizl, die mit
Autophagie, vesikularem Transport und Endozytose assoziiert sind, werden vermutlich unabhangig
von Myc reguliert (Wolf et al., 2013).

Definitiv von Myc unabhdngig reguliert Miz1 die Differenzierung von B- und T-Lymphozyten im
Rahmen der erworbenen Immunabwehr (Mo6roy et al., 2011). In B- und T-Zellen konnte gezeigt
werden, dass in Abwesenheit von Mizl die Expression von SOCS1 hoch- und die von Bcl2
herunterreguliert ist. Dieser Zustand fiihrt dazu, dass der normalerweise durch Interleukin7 aktivierte
JAK-STAT-Signalweg unterdriickt wird und STAT-Proteine im Zellkern nicht mehr an der Regulierung
von Genen, die fir die Lymphozyten-Differenzierung wichtig sind, mitwirken kénnen (Kosan et al.,

2010; Saba et al., 2011).
1.2.2.3  Funktionen von Miz1 im Zytoplasma

Im Unterschied zu den transkriptionsregulatorischen Aufgaben von Miz1 im Zellkern ist (iber seine
Funktion im Zytoplasma vergleichsweise wenig bekannt. Eine seiner zytosolischen Aufgaben besteht
darin, die von TNFa abhangige Aktivierung von Jnk1 (c-Jun N-terminalen Kinase 1) zu hemmen, indem
es die Polyubiquitinylierung von TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) verhindert. TRAF2 ist mit
dem TNF-Rezeptor assoziiert. In Abwesenheit von Miz1l wird es nach Stimulation durch TNFa
polyubiquitinyliert und bewirkt in diesem Zustand die Aktivierung von Jnk1. Aktiviertes Jnk1
wiederum férdert Apoptose, Entziindung und Tumorgenese (Liu et al., 2009). Weiterhin wurde eine
Assoziation von Miz 1 mit Mikrotubuli beobachtet (Peukert et al., 1997a; Ziegelbauer et al., 2001). Die
Zugabe von T113242, einem Agenz, das die Depolymerisierung von Mikrotubuli induziert, fihrt zu
einer Verlagerung von Miz1 vom Zytoplasma in den Zellkern (Ziegelbauer et al., 2001). Wie Miz1l
dabei in den Zellkern gelangt, konnte noch nicht abschlieRend gekldart werden. Da es keine
Kernlokalisationssequenz aufweist, wird es vermutlich zusammen mit Shuttlemolekilen in den
Zellkern importiert. Ein solches Shuttlemolekil kénnte zum Beispiel Myc sein, da in Anwesenheit von
Myc Miz1 vor allem im Kern und in Abwesenheit von Myc vorwiegend im Zytoplasma nachgewiesen

werden konnte (Peukert et al., 1997a).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass ein Knockout der Miz1/POZ-Domane
in embryonalen Mausfibroblasten (MEFs flir mouse embryonic fibroblasts) sowohl auf
morphologischer, als auch auf Genexpressionsebene den autophagischen Prozess beeinflusst
(Berliner, 2012; Oppenheimer, 2009; Muller, 2008). Elektronenmikroskopisch zeigten die Miz1/POZ-
Domaéane-Knockout MEFs (=POZ-Zellen) einen Defekt in der Reifung autophagischer Vakuolen
(Berliner, 2012). In immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen wurde eine mangelnde Ausbildung
groBerer Lysosomen, sowie eine verminderte Ausbildung von Autophagosomen in Zellen mit
fehlender Miz1/POZ-Domine bei Aminosiureentzug beobachtet (Oppenheimer, 2009). Sowohl mit
Hilfe der semiquantitativen PCR, als auch der Real Time PCR wurden Unterschiede in der
Genexpression zwischen POZ-Zellen und Wildtyp-Zellen (=WT-Zellen) festgestellt (Mduller, 2008;
Berliner, 2012; Oppenheimer, 2009). Zusatzlich wurde beobachtet, dass unter nahrstoffarmen
Bedingungen die Expression von Miz1l in WT-Zellen induziert wird, was fiir die Relevanz des
Transkriptionsfaktors fiir den autophagischen Prozess spricht (Berliner, 2012; Oppenheimer, 2009).
Auch in zwei kirzlich erschienenen Publikationen wurden Zusammenhange zwischen Miz1 und der
Autophagie bestatigt (Sanz-Moreno et al., 2014b; Wolf et al., 2013). Da aber die POZ-Zellen und die
WT-Zellen parallel immortalisiert wurden, sind diese Ergebnisse leider nur eingeschrankt
vergleichbar.

In dieser Arbeit soll nun der Einfluss von Miz1 auf die Autophagie in einem anderen, besser
vergleichbaren Zellmodell untersucht werden. Zuerst soll der Einfluss der Autophagiestimulation auf
die Expression von Mizl und seinem Bindungspartner Myc in der Brustdrisenzelllinie HC11
reproduziert und der zeitliche Verlauf genauer analysiert werden. Um die Bedeutung von Miz1 fiir die
Autophagie genauer untersuchen zu koénnen, sollen HC11-Zellen mit verschiedenen Vektoren infiziert
werden. Es handelt sich um Vektoren, die einen Knockdown von Miz 1, die Uberexpression von Mizl
und die von Myc, sowie die Uberexpression einer Myc-Mutante, die nicht an Miz1 binden kann,
vermitteln. Mit Hilfe Fluoreszenz-gekoppelter Antikdrper gegen LC3 soll in diesen infizierten Zellen,
die Fahigkeit zur Autophagosomenbildung Uberpriift werden. Dazu sollen die Zellen in EBSS
gehungert und mit Zellen, die in normalem Ndahrmedium gewachsen waren, verglichen werden. Zur
Verstarkung der autophagischen Effekte sollen aulRerdem lysosomale Inhibitoren zum Einsatz
kommen, die den autophagischen Fluss unterbrechen und zu Akkumulation von Autophagosomen
fihren (Klionsky et al., 2008a). Nach demselben Prinzip behandelte Zellen sollen anschliefend auch

elektronenmikroskopisch und auf Genexpressionsebene untersucht werden. Ein weiteres Ziel dieser
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Arbeit besteht darin, eine Zelllinie herzustellen, die GFP-markiertes LC3 (iberexprimiert, um daran
Echtzeitanalysen des Mizl-Einflusses auf den autophagischen Prozess durchfiihren zu kénnen. Um
einen moglichst effizienten Knockdown von Mizl erreichen zu kdnnen, soll auerdem eine MEF-
Zelllinie etabliert werden, in der die POZ-Doméne auf dem Miz1-Gen von LoxP-Sites flankiert ist und
mit Hilfe einer induzierbaren Cre-Rekombinase auf Wunsch ausgeschnitten werden kann. Diese Zellen
sollen dann verwendet werden, um die in den Vorarbeiten festgestellten Unterschiede beziglich der

Autophagie zu bestatigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

2 Material und Methoden

Autoklaven

Blotkammer

Elektrophorese-
Zubehor

Fotokameras

Heizblock

Inkubatoren

Magnetriihrer

Mikroskope

Mikrowelle

Netzgerite

Plattenreader

Plattenschweil-
gerat

o 5075EL
o 5075ELV
o Heraeus ST5042

PerfectBlue Semidry Elektroblotter

o Canon EOS 450D
o Fujifilm Finepix JZ300

Techne Dri-Block DB-2A

o NuAire, DH Autoflow, CO,Air-Jacketed
Incubator
o CO,-Brutschrank, Bakterienkultur

o Schuttelinkubator

o Heidolph Unimax 1010/ Heidolph
Inkubator 1000

Typ Heidolph MR2002

o  Fluoreszenzmikroskop Olympus BX61

Filtersystem MNU2 MNIB NNG
(UV) (Alexa 488) (Alexa 546)

Anregungs- 360- 470- 530-

filter 370nm 490 nm 540nm

Emissions- 420nm 510nm 590nm

filter

Dichronischer 400nm 505nm 570nm

Strahlenteiler

o Phasenkontrastmikroskop Zeiss IM 35
o Transmissionselektronenmikroskop
EM 109

o Power Pack P25
o 2301 Macrodrive 1, Power Supply

Infinite™'200
ALPS 50V Microplate Heat Sealer

Tuttnauer, Niederlande
Tuttnauer, Niederlande
Heraeus, Hanau

Peqlab, Erlangen

Von Keutz, Reiskirchen

Canon, Krefeld
Fujifilm Corporation, Japan
Techne, GroBbritannien

Integra, Fernwald

Memmert, Rabenau-Londorf

New Brunswick Scientific, USA
MAGV GmbH, Rabenau

MAGV GmbH, Rabenau
Olympus, Hamburg

Zeiss, Jena
Zeiss, Jena

Privileg

Biometra, Gottingen
LKB Bromma, Schweden

Tecan, Crailsheim

Thermo Scientific, Karlsruhe
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pH-Meter
Photometer
gRT-PCR-Gerat

Reinstwasser-
anlage

Folien-
schweillgerat

Sterilbank

Thermocycler

Trocken-/
Waiarmeschrank

uv-
Transilluminator

Vortexer

Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

WTW pH 521

Spektralphotometer Hitachi U-2000
Stratagene Mx3005P

Elix® UV5

Vacupack plus F380

Faster BHA48

o Personal Cycler UNO-Thermoblock
o Pegstar 96 Universal

o FD240
o Universalschrank
IBI UVT 400-M

Vortex Genie 2™

o Sartorius Typ 1474
o Satorius Analytic AC2105

GFL Typ 1004

o Kuhlzentrifuge 3K30
o Kiihlzentrifuge 5810R
o Kihlzentrifuge J2-21

o Tischzentrifuge Rotilabo®-
Microcentrifuge
o Tischzentrifuge Biofuge pico

2 Material und Methoden

WTW, Weilheim
Colora, Lorch
Agilent, USA
Millipore, Eschborn

Krups, Solingen

Faster, Italien

Biometra, Gottingen

Peqlab, Erlangen

Binder, Tuttlingen
Memmert, Rabenau-Londorf

Ibi Scientific, USA

Bender & Hobein, Bruchsal
Satorius, Gottingen
Satorius, Gottingen

GFL, Burgwedel

Sigma, Osterode am Harz
Eppendorf, Hamburg

Beckmann, USA
Roth, Karlsruhe

Haraeus, Hanau

2.1.2 Glas- und Plastikwaren

DeckglaBer
Glaspipetten

24x50mm
1,2,5,10 und 20ml

Labtek®s Chamber 8-well; 0,8cm?’; Permanox™

Slides™

Mikrotiterplatten

Parafilm

Pasteurpipetten

o 96-well, BD-Falcon™ mit Deckel (BCA-
Assay)
o 96-well PCR-Platte

230mm

Menzelglaser, Braunschweig

Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt

Nunc, USA

BD Biosciences, USA

Thermo Scientific, USA

American National Can™,
USA

Roth, Karlsruhe
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Pipettenspitzen

Plastikpipetten

Reaktionsgefille

Roéntgenfilme

Sealing-Folie

Spritzen

Sterilfilter

Tragermembran
(Western Blots)

Quarzkiivetten

Zahlkammer
(Fuchs-
Rosenthal)

Zellkulturschalen

Zellschaber
Plastikbeutel

mit (steril, RNAse-frei) und ohne Filter;
10, 200 und 1000 pl

¢} 10ml

o 50ml
o 0,2ml PCR-GefaRe

o 0,5;1,5und 2 ml-GefaRe
o 15 und 50ml Réhrchen (konisch)

Autoradiography film, blue, X,

Clear Seal Diamond Heat Sealing Film
o 1ml

o 50ml Perfusor-Spritze

Filtropur 0,2 um

Porablot PVDF, PVDF membrane
PorengréRe: 0,2 um

QS 10mm

Gesamtfiache: 16 mm?
Tiefe: 0,2mm
Volumen: 3,2ul
o 35x10mm
o 60x15mm

o 100x20mm
o 6-Well-Platten
o 24-Well-Platten

1,7 cm breit

Vernichtungsbeutel aus Polypropylen

2 Material und Methoden

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One, Fricken-
hausen
Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One, Fricken-
hausen
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Santa Cruz Biotechnology,
USA

Thermo Scientific, USA

Terumo, USA
Braun, Melsungen

Sarstedt, Nimbrecht

Macherey-Nagel, Diren

Eppendorf, Hamburg
Schreck, Hofheim

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One, Fricken-
hausen
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One, Fricken-
hausen

Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

2.1.3 Haufig verwendete Puffer und Lésungen

o 10%APS-Lésung o O0,1g Ammoniumpersulfat BioRad, Miinchen

Aqua bidest. (ddH,0) ad 1 ml

e DNA-Ladepuffer o 0,4% Bromphenolblau (w/v) Sigma-Aldrich, Steinheim

(6x) o 0,4% Xylencyanol (w/v) Sigma-Aldrich, Steinheim
o 50% Glycerol (v/v) Merck, Darmstadt
o 1mM EDTA (pH 8) Roth, Karlsruhe
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EDTA-
Stocklosung
(0,5M), pH 8.0

Laemmli-Puffer
10x

PBS 10x

(Phosphate
buffered saline),
pH 7,4

PBST

4% PFA-Losung

Probenpuffer 4x
(fiir SDS-PAGE)

RIPA-Puffer

(Radioimmuno-
precipitaton
Assay)

10% SDS-Losung

TBE 5x
(Tris-Borat-
EDTA)

TBS 10x

(Tris buffered
saline),
pH 7,4

TBST

o 18,61g EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure)
dd H,0 ad 100ml

o 30g Tris

o 1l44g  Glycin

o 10g Natriumdodecylsulfat (SDS)
ddH,0ad 1L

o 80g NacCl

o 2g KCI

o 14,4g Na,HPO,

o 24g KH,PO,

ddH,0ad 1L

o PBSI1x

o 0,1% Tween®20

o 4g Paraformaldehyd
dd H,0 ad 100 ml (Uber Nacht rihren)

o 08g SDS

o 4ml Glycerol

o 2ml B-Mercaptoethanol

o 0,01g Bromphenolblau

o 0,3g Tris (pH 8)

ddH,0 ad 10 ml

o 5ml Triton X-100

o b5g Natriumdesoxycholat

o 05g SDS

o 4,4g NaCl

o 0,7g  Na,HPO, (pH 7,4)

o 2ml EDTA-Stocklésung (0,5 M)
dd H,0 ad 500 ml

o 10g SDS
dd H,0 ad 100 ml (Gber Nacht rihren)

o b54g Tris

o 27,5 Borsaure

o 20ml  EDTA-Stocklésung
ddH,0ad 1L

o 80g NacCl

o 2g KCl

o 30g Tris

ddH,0ad 1L

o TBS 1x
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

siehe PBS

Merck-Suchardt,
Hohenbrunn

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fisher Scientific, USA
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

siehe EDTA-Stocklésung

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
siehe EDTA-Stocklosung

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

siehe TBS
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e TE
(Tris-EDTA)
pHS8

e Transferpuffer

(fiir Halbtrocken-
Blots)

e  Tris-Puffer
(1,5M)
pH 8,8
e  Tris-Puffer (1M)
pH 6,8

o 0,1% Tween®20

o 0,12g Tris

o 200ul  EDTA-Stocklésung (0,5M)
dd H,0 ad 100ml

o 5,81g Tris

o 2,93g Glycin

o 0,4g SDS

dd H,0 ad 800ml

o 200ml Methanol

o 90,8g Tris

dd H,0 ad 500ml (pH mit HCl anpassen)

o 12,1g Tris
dd H,0 ad 100ml (pH mit HCl anpassen)
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Merck-Suchardt,
Hohenbrunn

Roth, Karlsruhe
siehe EDTA-Stocklosung

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

X-fach konzentrierte Lésungen wurden vor ihrer Anwendung mit ddH,0 auf 1x verdiinnt.

2.1.4 Computer-Software und Internetseiten

o Abbildungsdesign
o Bildanalyse

e Bildbearbeitung
e Bilderfassung

e Datendarstellung /
statistische
Auswertung

e Literatur-
recherche

e Literatur-
verwaltung

e Primerdesign

e RT-PCR-Daten-
auswertung

e Tabellen-
kalkulation

e Textverarbeitung

Adobe Illustrator CS2
ImagelJ 1.40g

Adobe®Photoshop CS (8.0.1)
Cell*F

GraphPad Prism 5.03

PubMed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/

Zotero 4.0.11

Universal Probe Library Assay Design

Center

http://www.roche-applied-science.com

StratageneMx Pro 4.10d,
GenEx 5

Microsoft Excel 2007

Microsoft Word 2007

Adobe Systems, Miinchen

Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA

Adobe Systems, Miinchen

Olympus Deutschland
GmbH, Hamburg

GraphPad Software, USA

NCBI,USA

Center for History and
New Media, George
Mason University, USA

Roche, Mannheim

Stratagene, Heidelberg
MultiD Analyses, Schweden

Microsoft, USA

Microsoft, USA

26



2 Material und Methoden

2.2 Zellkultur

2.2.1 Verwendete Zelllinien

e HC11-Zellen: immortalisierte, murine Brustdriisenzelllinie (Ball et al., 1988a), adhirend

und kontinuierlich wachsend, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Nancy Hynes,

Basel.

e APOZ/Cre-ER-MEFs: murine embryonale Fibroblasten aus M&usen mit gefloxter POZ-
Domaédne, transfiziert mit einem CreER-Vektor, durch Tamoxifen induzierbarer POZ-
Domane-Knockdown, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Hans-Peter Elsdsser,
2011.

2.2.2 Verwendete Medien und Kulturbedingungen

Beide Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C, unter 5% CO,-Begasung und wassergesattigter

Atmosphare, kultiviert.

2.2.2.1 Kultivierung von HC11-Zellen

HC11-Zellen wurden in folgendem Medium kultiviert:

e RPMI 1640-Medium ohne L-Glutamin Lonza, Belgien

e 10 % (v/v) FCS Gold, hitzeinaktiviert PAA, Osterreich
e 0,6 % (v/v) Gentamycin PAA, Osterreich
e 1% stabilisiertes Glutamin 200 mM (L-Glutamin) PAA, Osterreich

Unmittelbar vor Verwendung des Mediums wurde dieses Basismedium erganzt mit:

e 1% (v/v) EGF Stock: 10 ug/ml in PBS Sigma-Aldrich, Steinheim
e 2%o (v/v) Insulin Stock: 10mg/ml in ReinstH,0 (pH?2) Sigma-Aldrich, Steinheim

Weitere verwendete Losungen:

e PBS 0,01 M Salzmischung in Pulverform Sigma-Aldrich, Steinheim
e Trypsin/EDTA 0,05% Trypsin/0,02% EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim

Bei einer Zelldichte von circa 95% wurden die Zellen unter sterilen Bedingungen 1:5 bis 1:8

passagiert. Hierflir wurden alle verwendeten Lésungen in einem Wasserbad auf 37°C erwarmt. Zuerst
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wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen mit 10ml PBS vorsichtig gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir zwei Minuten in Trypsin/EDTA bei 37°C inkubiert, wodurch sich
die Zellen vom Untergrund abldsten. Die proteolytische Reaktion wurde durch die Zugabe von 8mi
Ndhrmedium gestoppt. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen vereinzelt und
mit dem Medium gleichmalRig vermischt. Je nach gewilinschtem Splittverhdltnis wurde eine
entsprechende Menge dieses Zellgemischs mit frischem Ndhrmedium weiterverdiinnt und in 55cm? -

Kulturschalen (Endvolumen 10 ml) ausgesat.

2.2.2.2 Differenzierung von HC11-Zellen

Um die HC11-Zellen zur Differenzierung anzuregen, lieB man sie nach dem Passagieren fir drei Tage
in normalem Ndhrmedium (Basismedium mit 2 %o Insulin und 1 %0 EGF) wachsen. Bei einer Zelldichte
von 100% wurden die Zellen mit frischem Nahrmedium (Basismedium mit 2 %o Insulin und 1 %o EGF)
versorgt und flr weitere zwei Tage inkubiert. Danach wurde zu einem Wachstumsfaktor-freien
Medium (Basismedium mit 2%olnsulin, aber ohne EGF) gewechselt. Nach 48Stunden wurde

schlielich die Differenzierung induziert, indem dem Basismedium folgende Substanzen zugefligt

wurden:
e 1%o. Dexamethason Stock: 10°M in PBS Sigma-Aldrich, Steinheim
e 1%o Insulin Stock: 10mg/ml in ReinstH,0 (pH 2) Sigma-Aldrich, Steinheim
e 1%o Prolaktin Stock: 5mg/ml in PBS Sigma-Aldrich, Steinheim

In diesem Differenzierungsmedium wurden die Zellen fiir drei weitere Tage inkubiert. Um den Erfolg
der Differenzierung zu tberpriifen, wurden innerhalb dieser drei Tage alle 24 Stunden Zellen geerntet
und mittels semiquantitativer oder qRT-PCR auf die Expression von Differenzierungsmarkern (z.B. B-

Kasein) untersucht.

2.2.2.3 Kultivierung von APOZ/Cre-ER-MEFs

APOZ/Cre-ER-MEFs wurden in folgendem Medium kultiviert:

e Quantum333 PAA, Osterreich
mit L-Glutamin

e Puromycin Stock: 10 ug/ml in Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim
Endkonzentration: 0,08 pg/ml

Diese Zellen wurden in der Regel alle drei Tage bei einer Zelldichte von circa 95% unter sterilen

Bedingungen 1:3 bis maximal 1:4 gesplittet. Dabei wurde genauso vorgegangen wie bei den HC11-
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Zellen, wobei diese Zellen nicht in 55cm?, sondern in 21cm?2-Kulturschalen (Endvolumen 5ml)

kultiviert wurden.

Fir die Herstellung von Phenol-freiem Medium wurden 500 ml des Quantum 333 mit

e 2,25g  Aktivkohle

e 0,225g DextranT-70 Pharmacia Fine Chemicals,
Schweden

in einem Inkubator mit Schittelfunktion bei 55°C fiir 30 Minuten gemischt. AnschlieBend wurde fir
15 Minuten bei 4000 RPM zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Mit diesem Uberstand
wurde der gesamte Vorgang wiederholt. Um das Indikator-freie Medium in der Zellkultur verwenden

zu kbénnen, musste dieses zum Schluss noch steril filtriert werden.

2.2.2.4 Induktion des Miz1-Knockdowns in APOZ/Cre-ER-MEFs

Um die POZ-Sequenz des Miz1-Gens auszuschneiden, muss die Cre-ER-Rekombinase im Zytoplasma
der Zellen durch den Ostrogen-Rezeptormodulator Tamoxifen aktiviert werden. Dazu wurden die
Zellen 1:3 gesplittet und 21cm?-Kulturschalen ausgesidt. Nachdem die MEFs fiir mindestens
24 Stunden gewachsen waren, wurde das Medium der Zellen gewechselt. Das frische Medium war

erganzt durch:

e 0,01 uM Tamoxifen Hydroxytamoxifen Sigma-Aldrich, Steinheim
Stock: 10mM in Ethanol (99,8 %)

Kontrollproben wurden mit einer entsprechenden Menge 99,8%igem Ethanol versehen. Die
Aktivierung der Cre-ER-Rekombinase erfolgte in der Regel fiir 48 Stunden, bevor mit diesen Zellen

weitere Experimente durchgefiihrt wurden.

2.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Um bei wiederholten Versuchen gleiche Bedingungen zu gewaéhrleisten, wurden die konfluenten
Zellen zur Aussaat entweder immer im selben Verhaltnis gesplittet oder vor der Aussaat ausgezahlt.
Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer verwendet. Hierbei handelt es
sich um einen Objekttrager mit einem speziellen, eingravierten Gitternetz aus 16 GrofRquadraten, die
jeweils in 16 Kleinquadrate unterteilt sind. Auf diesem Objekttrager kann ein angefeuchtetes
Deckglaschen befestigt werden, wodurch zwischen Objekttrager und Deckgldschen ein kleiner
Hohlraum gebildet wird, der ein Volumen von 3,2ul fassen kann. Nach Beendigung der

Trypsinierungsreaktion durch Zugabe von Medium, wurde ein entsprechendes Volumen dieser
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Zellsuspension in den Hohlraum pipettiert. Unter dem Phasenkontrastmikroskop konnten nun die
Zellen in vier diagonal verlaufenden GroRquadraten ausgezahlt werden, was einem Volumen von
200nl pro GroBquadrat entsprach. AnschlieBend wurde der Mittelwert der Zellzahl der vier
GroRquadrate gebildet und mit dem Faktor 5000 multipliziert, wodurch sich die Zellzahl pro Milliliter

ergab.

2.2.4 Stimulation der Autophagie in Zellen

2.2.4.1 Stimulation der Zellen durch EBSS und HBSS

Verwendete Lésungen und Substanzen:

e EBSS Hyclone, Thermo scientific,

(Earle’s Balanced Karlsruhe
Salt Solution)

e HBSS 10x Verdinnung: 1:10in Invitrogen, Darmstadt
(Hank's Balanced sterilem Wasser
Salt Solution)

e DMSO Roth, Karlsruhe
(Dimethylsulfoxid)

e E-64d Stock: 2mg/ml in DMSO Sigma-Aldrich, Steinheim

Endkonzentration: 10 ug/ml bzw. PeptaNova,
Sandhausen
e Pepstatin A, microbial Stock: 2mg/ml in DMSO Sigma-Aldrich, Steinheim

Endkonzentration: 10 ug/ml

Zur Stimulation der Autophagie durch Nahrstoffentzug, wurden die Zellen fiir 1-24 Stunden (in den
meisten Experimenten fir 6 Stunden) entweder in EBSS oder HBSS inkubiert. Um den Abbau von
Autophagosomen durch ihre Verschmelzung mit Lysosomen zu verhindern, wurden die Proben zum
Teil mit den lysosomalen Inhibitoren Pepstatin A und E-64d versehen. Durch die Zugabe dieser
lysosomalen Inhibitoren konnte der autophagische Fluss unterbrochen werden und die
Autolysosomen akkumulierten (Klionsky et al., 2008a). Der Nachweis der Autolysosomen erfolgte
anschlieRend durch Autophagie-Marker, wie z.B. LC3 (Kabeya et al., 2000).

Nachdem die Losungen vorbereitet und auf 37°C erwdarmt waren, wurde das Ndhrmedium von den
Zellen entfernt und das jeweilige Hungermedium fiir die gewiinschte Zeit hinzugegeben. Um sicher zu
stellen, dass eventuelle Effekte auf den Einfluss des ndhrstoffarmen Mediums zurickzufiihren sind,
wurden zur Kontrolle Zellproben fiir die gleiche Zeit in normalem Ndahrmedium inkubiert. Sowohl

innerhalb der Stimulationsbedingung, als auch in der Kontrollbedingung wurde jeweils eine Schale mit
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je 10pug/ml der beiden Inhibitoren versehen. In den Bedingungen ohne Inhibitoren wurde eine

entsprechende Menge DMSO verwendet.

2.2.4.2 Stimulation der Zellen durch Rapamycin

In Zellen kann auch unabhdngig vom Nahrstoffangebot durch Rapamycin Autophagie induziert
werden. Rapamycin inhibiert das Regultor-Molekiil TOR, welches normalerweise Autophagie hemmt

(Noda and Ohsumi, 1998). Zur Stimulation der Zellen wurde normales Nahrmedium erganzt durch:

e Rapamycin Stock: 1pg/ulin DMSO Sigma-Aldrich, Steinheim
Endkonzentrationen:
100nM, 150 nM und 200 nM

In diesem Medium wurden die Zellen fiir 3 Stunden, mit und ohne lysosomale Inhibitoren, inkubiert.
Als Kontrolle wurden Zellproben in normalem Ndhrmedium, dem anstelle von Rapamycin eine

entsprechende Menge DMSO beigemischt wurde, mitgefihrt.

2.2.5 Infektion von Zellen mit Retroviren

Verwendete Vektoren: Bezeichnung: Funktion:
e pB-GFP pBABE-H2B-GFP Expression des Histons H2B-GFP
— Uberpriifung der Infektionseffizienz
e pB-@ pPBABE-puro-@ Leervektor

— Kontrollvektor fiir die pBABE-puro-
Expressionsvektoren

e pB-Mizl pBABE-puro-Mizl Uberexpression von humanem Mizl

e pB-Myc pBABE-puro-Myc Uberexpression von humanem c-Myc

e pB-MycVD pBABE-puro-MycV394D Uberexpression der MycV394D-
Mutante
— Bindung von Miz1 an Myc nicht
moglich

e pB-shScr pBABE-puro-shScr Kontrollvektor flir shRNA-Expressions-
vektoren

— Expression einer mRNA-Sequenz fir
die keine komplementare Sequenz im
Genom vorhanden ist

e pB-shl pBABE-puro-shMizl Knockdown des Miz1-Gens

Die Vektoren wurden freundlicherweise von AG Eilers/Wiirzburg zur Verfiigung gestellt.

Bei der retroviralen Infektion von Zellen handelt es sich um eine gentechnische Methode, durch die

DNA mit Hilfe von Retroviren dauerhaft in eukaryotische Zellen eingebracht werden kann. Zur
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Herstellung der Retroviren werden einerseits ein retroviraler Vektor und andererseits eine
Verpackungszelllinie benétigt. Die Verpackungszellen, z.B. Phonixzellen, enthalten ein Helfergenom
mit allen nétigen genetischen Informationen fiir die Bildung der retroviralen Strukturproteine, die fir
das spatere Verpacken der retroviralen Vektor-RNA notwendig sind. Bei den retroviralen Vektoren
handelt es sich um Plasmide, die das gewiinschte Transfergen sowie ein Verpackungssignal enthalten.
Weiterhin vermitteln sie eine Puromycinresistenz, wodurch infizierte Zellen selektiert werden
koénnen. Durch die Transfektion der Phonixzellen mit den retroviralen Plasmiden werden diese zur
Virusproduktion befdhigt. Die hierbei entstehenden Retroviren werden in das Kulturmedium
abgegeben, welches nachher zur Infektion von Zellen verwendet werden kann.

Bei der Infektion von Zellen mit den gewonnenen Virusiiberstianden binden die Viren an Rezeptoren
der Zelloberfliche und (bertragen ihr Genom auf die Wirtszelle. Dieser Vorgang wird auch
Transduktion genannt. In der Wirtszelle wird nun die Virus-RNA durch die Reverse Transkriptase in
DNA umgeschrieben und anschlieBend stabil in das Wirtsgenom integriert, wodurch Zellen dann das
gewiinschte Gen dauerhaft exprimieren. Die Viren, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sowie ein
Grofteil der infizierten Zellen, wurden freundlicherweise von Adrian Sanz Moreno (AG Elsdsser) zur
Verfligung gestellt.

Zur Infektion der Zellen wurden am Vortag je 500000 Zellen in 55cm?2-Kulturschalen ausgesat. Nach

24 Stunden wurde das Medium abgesaugt und durch 2 ml frisches Medium, das vorher mit

e 5ul Polybrene Stock: 4 ug/pl Sigma, Deisenhofen
(Hexadimethrinbromid)

versetzt wurde, ersetzt. Nun wurden je 3ml der viralen Uberstinde kurz auf 37°C erwdrmt und
anschlieRend ebenfalls zu den Zellen gegeben. Nach 15-stiindiger Inkubation mit dem virushaltigen
Medium wurde dieses durch weitere 5ml Nahrmedium erganzt. Am nachsten Tag, mit Erreichen der

Konfluenz, konnten die Zellen im Verhéltnis 1:2 gesplittet und in Selektionsmedium mit

e  Puromycin Stock: 10mg/ml in Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim
Endkonzentration: 2 ug/ml

ausgesat werden. Nach zwei weiteren Tagen erfolgte ein Mediumwechsel, um abgestorbene Zellen zu
entfernen.

Einer der Virusiiberstande enthielt einen GFP-H2B-Vektor (ohne Puromycinresistenz), wahrend in den
anderen Virusiberstanden die gewlinschten Transfergene enthalten waren. Der GFP-Vektor diente
der fluoreszenzmikroskopischen Kontrolle der Infektionseffizienz. Im Gegensatz zu Zellen, die mit

einem Vektor infiziert wurden, der neben dem Transfergen eine Puromycinresistenz vermittelt,
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sollten die GFP-Zellen durch spatere Zugabe des Selektionsmediums alle absterben und dienten so als
Referenz fur die Selektionsdauer. Nach ausreichender Selektion der infizierten Zellen standen diese

far weitere Experimente zur Verfligung.

2.2.6 Herstellung von HC11-Zelllinien, die GFP-markiertes LC3 stabil liber-
exprimieren

Um die Bildung der Autophagosomen in Echtzeit darstellen und beurteilen zu kénnen, wurden HC11-

Zellen stabil mit GFP-markierten LC3-Plasmiden transfiziert.

2.2.6.1 Transfektion von Zellen durch Lipofectamine™ 2000

Verwendete Vektoren: Funktion:
e pEX-GFP-hLC3WT Uberexpression von GFP- Addgene, USA
markiertem LC3
e pEX-GFP-hLC3AG Uberexpression einer GFP- Addgene, USA

markierten LC3-Mutante, die zur
Autophgosomenbildung nicht

fahig ist
Verwendete Lésungen:
e DMEM o ohne L-Glutamin Lonza, Belgien
(Dulbecco’s Modified o 1g/L Glukose
Eagle Medium)
e Lipofectamine ™'2000 Invitrogen, Darmstadt

Zur Herstellung von Zelllinien, die die beiden oben genannten Plasmide stabil exprimieren, wurden
HC11-Zellen mittels Lipofectamine™2000 transfiziert (Dalby et al., 2004). Dieses
Transfektionsreagenz enthalt kationische Lipide, die sich spontan zu nach innen und nach auflen hin
positiv geladenen Liposomen zusammenlagern. Im Inneren schlieBen die Lipidkomplexe die negativ
geladene Plasmid-DNA ein. Durch elektrostatische Wechselwirkungen binden die positiv geladenen
Liposomen an die negativ geladene Zellmembran, wodurch ihre Aufnahme durch Endozytose
eingeleitet wird. Im Inneren der Zelle wird die Plasmid-DNA aus den Endosomen freigesetzt und
gelangt in den Zellkern, wo sie ins Genom integriert wird.

Am Tag der Transfektion sollten die Zellen in 55 cm?-Kulturschalen etwa 90-95% konfluent sein. Fiir
jeden Plasmid-Vektor wurden 24 pg Plasmid-DNA in 1,5ml DMEM verdiinnt, sowie, in einem weiteren
ReaktionsgefaR, 60 ul Lipofectamine™2000 mit DMEM auf 1,5ml aufgefiillt und fiir finf Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die beiden Losungen miteinander vermischt und flr
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weitere 20Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das verbrauchte
Medium der Zellen durch 15ml frisches Nahrmedium ersetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
das Plasmid-Lipofectamine ™2000-Gemisch tropfenweise zu den Zellen gegeben und durch
vorsichtiges Schaukeln der Kulturschalen mit dem Medium gemischt. Nach sechs Stunden erfolgte der

Austausch des Transfektionsmediums gegen normales Nahrmedium.

2.2.6.2 Entwicklung einer stabilen Zelllinie

Verwendete Substanzen:

e Baysilone-Paste Hochviskos Bayer, Mettmann
e Geneticin Stock: 10mg/ml in H,0 PAA, Osterreich
(G418sulfate) Endkonzentration: 300 ug/ml

24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen im Verhaltnis von 1:10 gesplittet und mit
Selektionsmedium versehen. Zur Selektion wurde das Antibiotikum Geneticin benutzt. Da zu Beginn
der Selektion recht viele Zellen durch das Antibiotikum starben, wurde nach zwei Tagen das Medium
der Zellen erneuert. Nun musste einige Tage gewartet werden bis sich um die einzelnen transfizierten
Zellen groRere Kolonien gebildet hatten. Dann wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop Klone, die
das GFP in einer mittleren Intensitat exprimierten ausgesucht und die Stellen, an denen diese
Kolonien wuchsen mit einem Stift auf der Unterseite der Kulturschale markiert. Fir den Transfer der
einzelnen Klone in eigene KulturgefaBRe, wurde eine 24-Well-Platte mit 1 ml Nahrmedium pro Well
vorbereitet. Nun wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und sterile Klonierungsringe mit
Baysilone-Paste auf den Boden der Schale geklebt, sodass sie die Kolonien umschlossen. Die
eingeschlossenen Zellen konnten nun unabhidngig von der restlichen Kulturschale mit 150ml
Trypsin/EDTA fir 3 Minuten im Brutschrank inkubiert werden, bis sie sich vom Untergrund abldsten.
AnschlieBend wurden die kompletten 150 ml der Zellsuspension mit einer Pipette aufgenommen und
in ein Well der 24-Well-Platte transferiert. Nachdem die Zellen in diesen GefaRen dicht gewachsen
waren, konnten sie in entsprechend groRere GefiRe Uberfiihrt werden, solange, bis sie in 55cm?-

Schalen wuchsen.

2.2.7 Immunzytochemische Farbungen

Verwendete Losungen:

e Blocklésung 4% Albumin FraktionV in PBST Roth, Karlsruhe
e Glycin-L6sung 10mg/ml in PBS Roth, Karlsruhe
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e Hoechst Dye 33258 Stock: 1mg/ml in ddH,0 Polyscience Inc., USA
Verdiinnung: 1:1500in PBS
e Mowiol™ 4-88- Hoechst, Frankfurt
Gebrauchslésung

e 4%PFA-Losung siehe Abschnitt 2.1.3
e PBS siehe Abschnitt 2.1.3
e PBST siehe Abschnitt 2.1.3
e Phalloidin-TRITC Stock: 0,1 mg/mlin ddH,0 Sigma, Steinheim

Verdiinnung: 1:400in PBS

Primédrantikorper:

e Anti-Rat LC3 Spezies: Kaninchen MBL, Japan
Verdiinnung: 1:500in
Blocklésung

Sekundarantikoérper:

e Anti-Kaninchen Spezies: Ziege Molecular Probes, USA
Alexa 488 Verdiinnung: 1:1600 in
Blocklosung

Fir immunzytochemische Farbungen wurden Zellen in Lab-TeK®s kultiviert. Flr Experimente mit
HC11-Zellen wurden 85000 Zellen pro Kammer, fir Experimente mit APOZ/Cre-ER-MEFs zirka 10000
Zellen pro Kammer ausgesat. Einen Tag spater konnte in den Zellen, wie in Abschnitt 2.2.4

beschrieben, Autophagie stimuliert werden.

2.2.7.1 LC3-Immunfluoreszenz-Farbung

Durch einen spezifischen Antikorper gegen LC3 kann in Zellen das Verteilungsmuster des Proteins
dargestellt werden. Hierbei bindet der Primarantikdrper spezifisch an das LC3 der Zelle. Der
Primarantikorper wird dann anschlieBend durch einen Sekundarantikérper, der an ein Fluorochrom
gekoppelt ist, detektiert.

Die einzelnen Schritte der Immunfluoreszenzfarbung wurden, sofern nicht anders beschrieben, bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die folgenden Mengenangaben beziehen sich immer auf eine
Kammer des Lab-TeK®s, fir alle Waschschritte wurden 250pul PBS pro Kammer verwendet. Nach
Stimulations-Ende wurden die Zellen vorsichtig einmal mit PBS gewaschen und fir 30 Minuten mit
250l 4 %-PFA-Losung unter dem Abzug fixiert. Zur vollstdndigen Entfernung des PFA erfolgte nun ein
dreimaliges Waschen der Zellen mit PBS. Im nachsten Schritt wurden freie Aldehydgruppen durch

eine 20-minditige Inkubation in 250ul Glycinlésung abgesattigt und anschlieBend erneut einmal
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gewaschen. Um die Zellen fiir die Antikdrper zugédnglich zu machen, wurden sie nun fiir zehn Minuten
mit 250 ul PBST permeabilisiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde in jede Kammer 150ml
Blocklosung pipettiert und fir 45Minuten auf den Zellen gelassen. Dadurch wurden unspezifische
Bindungsstellen blockiert. In der Zwischenzeit wurde eine 1:500-Verdiinnung des Primarantikorpers in
Blocklosung hergestellt. SchlieBlich wurden die Zellen in 150pul der Primarantikorperlosung Uber
Nacht im Kihlschrank inkubiert.

Am nadchsten Morgen wurden zuerst ungebundene Primarantikérper durch dreimaliges Waschen mit
PBS entfernt. Daraufhin fand die Inkubation mit dem Sekundarantikorper statt. Hierfiir wurde eine
1:1600-Verdiinnung des Antikorpers in Blocklésung hergestellt und jeweils 150ul davon fiir eine
Stunde zu den Zellen gegeben. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Chromatin-Farbung,
wobei die Hoechst-Stocklsung 1:1500 in PBS verdiinnt und 150l dieser Losung fir fiinf Minuten in
die Kammern gefillt wurde. Sowohl die Inkubation in dem Sekundarantikérper, als auch die
Anfarbung des Zellkerns erfolgte im Dunkeln. Nun erfolgte ein letztes dreimaliges Waschen in PBS,
bevor die Aufsdtze der Lab-TeK®s von den Objekttragern entfernt werden konnten. Nach kurzem

Eintauchen in Reinstwasser, konnte ein Deckgldschen mit 55ul Mowiol™

auf den Objekttragern
befestigt werden.

Um sicher gehen zu konnen, dass der verwendete Erstantikbrper flir das Proteinmuster
verantwortlich ist und dieses nicht durch unspezifische Bindung des Zweitantikérpers zustande
kommt, wurde in jedem Experiment ein Kontroll- Lab-TeK® ohne Primarantikdrperbehandlung
mitgefiihrt.

Nun konnten die angefarbten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden. Wahrend
Zellen, die autophagisch inaktiv waren, ein weitgehend homogen gefarbtes Zytoplasma zeigten,
waren in stimulierten Zellen leuchtende Punkte (=LC3-Punkte) zu sehen. Diese Punkte kamen dadurch
zustande, dass LC3 in der Autophagosomenmembran stark konzentriert ist (Kabeya et al., 2000). Ein
solcher LC3-Punkt entspricht einem Autophagosom und die Anzahl der LC3-Punkte kann zur
Quantifizierung der autophagischen Aktivitdt einer Zelle verwendet werden (Klionsky et al., 2008a).
Firr die quantitative Auswertung der LC3-Farbung wurden mindestens zehn verschiedene Ausschnitte

innerhalb einer Kondition in 40-facher VergréRerung fotografiert und die Anzahl der Punkte pro Zelle

mit Hilfe des Programms Image) in insgesamt 100 Zellen ausgezahlt.
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2.2.7.2 Fixierung von Zellen, die GFP-markiertes LC3 iiberexprimierten

Fur Zellen, die GFP-markiertes LC3 Uberexprimierten (siehe Abschnitt 2.2.6), war natirlich keine
Antikorperfarbung gegen LC3 mehr notg. Diese Zellen wurden nach Ende der Stimulation ebenfalls
einmal mit PBS gewaschen und fiir eine halbe Stunde in 4%PFA-Losung fixiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir zehn Minuten mit PBST permeabilisiert. Es erfolgte ein
weiterer Waschschritt, bevor die Kerne der Zellen angefarbt wurden. Hierzu wurde analog zu
Abschnitt 2.2.7.1 eine Verdiinnung der Hoechst-Losung hergestellt und die Zellen fiir flinf Minuten im
Dunkeln darin inkubiert. Nach weiterem dreimaligem Waschen wurde jeweils der Aufsatz des Lab-
TeK®s vom Objekttrager entfernt, der Objekttrager einmal kurz in Reinstwasser getaucht und auf
diesem ein Deckglaschen mit Mowiol™ befestigt. Von allen Losungen wurden die gleichen Mengen

und Konzentrationen wie in Abschnitt 2.2.7.1 eingesetzt.

2.2.7.3 Phalloidin-Farbung

Zur Beurteilung des Aktin-Zytoskeletts einer Zelle kann eine Farbung mit TRITC-gekoppeltem
Phalloidin vorgenommen werden. Das Phalloidin bindet hochaffin an F-Aktin einer Zelle (Wieland,
1987). Wie in den beiden vorhergehenden Abschnitten beschrieben, wurden die Zellen nach
Beendigung der Stimulation dreimal mit PBS gewaschen und fiir eine halbe Stunde in 4 %PFA-Losung
fixiert. Nach weiteren drei Waschschritten wurden die Zellen fiir zehn Minuten in PBST inkubiert und
anschlieRend erneut gewaschen. Nun erfolgte die Herstellung einer 1:400-Verdinnung des
Phalloidin-Stocks in PBS, welche anschliefend fiir eine halbe Stunde unter dem Abzug auf die Zellen
gegeben wurde. Danach wurde dreimal mit PBS gewaschen. Fir die Chromatin-Farbung und das

Eindecken des Objektragers wurde wie in Abschnitt 2.2.7.1 vorgegangen.

2.2.8 Elektronenmikroskopie

Verwendete Puffer und Losungen:

e Cacodylatpuffer (0,1 M) o 21,45g Na-Cacodylsaure Serva, Heidelberg
pH7,3 ddH,0ad 1L
e Cacodylatpuffer (0,2 M) o 42,9g Na-Cacodylsdure Serva, Heidelberg
pH7,3 ddH,0 ad 1L
o Epongebrauchslésung o Epon-Lésung A:
- 62ml Glycidether100 Serva, Heidelberg
- 100ml Dodecylbernstein- Serva, Heidelberg

sdureanhydrid
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o Epon-Lésung B:

- 100ml Glycidether100 Serva, Heidelberg
- 89ml Methylnadicanhydrid Serva, Heidelberg
o Beschleuniger: 2,4,6-Tris- Serva, Heidelberg
(Dimethylaminomethyl-
phenol)

2Teile Epon-Losung A wurden mit 3 Teilen
Epon-Lésung B und 0,02 ml/ml Beschleuni-
ger gemischt

e Ethanol 99,8 %ig, p.a. Roth, Karlsruhe
(Verdlinnungsreihe: 50%, 70%, 90% v/v
in ddH,0)
o Fixierlosung o 25ml Paraformaldehyd Fluka, Neu-Ulm
(Ito und Karnovsky) (8% w/v in H,0)
o 8ml Glutaraldehyd Serva, Heidelberg
(25% w/v in H,0)
o 8ml  Cacodylatpuffer (0,1 M) siehe oben
o 36ml Cacodylatpuffer (0,2 M) siehe oben
o 3ml Pikrinsdure Merck, Darmstadt
e Gelantinekapseln Pohl-Boskamp,
Hohenlockstedt
e Kaliumferrocyanat- o Kaliumferrocyanat (2% w/v in H,0) Merck, Darmstadt
Lésung
e 0s0;-Losung o Osmiumtetroxid (3% w/v in H,0) Roth, Karlsruhe
e Propylenoxid Serva, Heidelberg

Zur ultrastrukturellen Analyse der Zellen wurden elektronenmikroskopische Bilder angefertigt. Hierflir
wurden die Zellen in 21cm?-Schalen kultiviert und wie in Abschnitt 2.2.3.1 beschrieben durch EBSS
stimuliert. Nach Versuchsende wurden die Zellen einmal in PSB gewaschen und fiir 30 Minuten in je
5ml Fixierlésung nach Ito und Karnovsky inkubiert. AnschlieBend wurde die Fixierlosung mit
5 ml Cacodylatpuffer (0,1 M) abgewaschen. Nach dem Waschschritt wurden weitere 5ml Cacodylat-
puffer (0,1 M) zu den fixierten Zellen gegeben. So konnten diese, wenn nétig, flir einige Tage in
Kihlschrank aufbewahrt werden.

Am ndchsten Morgen wurde der Puffer entfernt und nochmals 1 ml Cacodylatpuffer(0,1M) in die
Kulturschalen pipettiert. Nun konnten die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers vorsichtig vom
Untergrund abgel6st und in ein 1,5ml-Eppendorfgefal iberfiihrt werden. Darauf folgend wurde fiir
fiinf Minuten bei 8000 g zentrifugiert und hinterher der Uberstand vorsichtig entfernt. Die Zell-Pellets
wurden nun durch Zugabe von jeweils 100 ul Kaliumferrocyanat-Lésung sowie 100 ul OsO4-Losung flr

eine Stunde bei Raumtemperatur nachfixiert. Im Anschluss erfolgte ein weiterer 5-min(tiger
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Zentrifugationsschritt bei 8000g, nach dem die Kaliumferrocyanat/OsO,-Mischung entfernt und das
Pellet gewaschen wurde. Zum Waschen wurde fiir 15Minuten 500 ul Cacodylatpuffer (0,1 M) auf die
Pellets gegeben. Danach wurde erneut zentrifugiert und der Cacodylat-Puffer durch Frischen ersetzt.
An dieser Stelle konnte das Protokoll unterbrochen und die Ansadtze Gber Nacht im Kihlschrank
gelagert werden.

Am nachsten Tag wurde zuerst die Epongebrauchsldésung angesetzt und fiir mindestens 20 Minuten
mit einem Glasstab verriihrt, solange bis keine Schlieren mehr sichtbar waren. Nun erfolgte die
Entwasserung der Zellen durch eine Alkoholverdiinnungsreihe. Dabei wurden die Zell-Pellets jeweils
fir 15Minuten und in einem Volumen von 500pul in 50%igem, in 70%igem und je zweimal in
90%igem und 100 %igem Alkohol inkubiert. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten erfolgte
jeweils ein drei-minitiges Zentrifugieren bei 10000 g. Nach der Entwdasserung wurden die Pellets
zweimal fir je 15 Minuten in 300 ul Propylenoxid inkubiert. Diese Substanz vermittelte die Loslichkeit
zwischen den alkoholhaltigen Zellpelletes und der Epongebrauchslosung. Als nachstes wurde
Propylenoxid mit der Epongebrauchslosung zu gleichen Anteilen gemischt und je 500 ul davon fiir
eine Stunde auf die Pellets gegeben. Danach wurde die Mischung entfernt und durch 300l reine
Epongebrauchslésung ersetzt. Die Ansétze blieben mit offenen Deckeln Gber Nacht im Abzug stehen.
Am néachsten Morgen erfolgte dann die Einbettung der Zell-Proben in Kunstharz-Blockchen. Hierfiir
wurden nummerierte geodffnete Gelantine-Kapseln vorbereitet und in diese je ein Tropfen Epon-
Gebrauchslésung vorgelegt. Von den Eppendorf-GefaBen wurde mit Hilfe einer Rasierklinge die
Spitze, die das in Epon-Gebrauchslosung eingelegte Zell-Pellet enthielt, abgetrennt, sodass die Pellets
leichter zugadnglich waren. Mit einer Prdpariernadel wurde ein Teil der Zellpellets aufgenommen und
in die vorbereitete Gelantinekapsel tberfiihrt. Ein Pellet wurde dabei auf drei Kapseln aufgeteilt.
Nach dem Transfer der Pellets wurden die Gelantinekapseln mit Epongebrauchslosung aufgefiillt.
Innerhalb von etwa einer Stunde hatten sich die Zellpellets am Boden der Kapseln abgesetzt und
konnten dann fiir 2-3 Tage bei 60°C im Ofen ausharten. Die Anfertigung der Ultradiinnschnitte, sowie
der elektronenmikroskopischen Bilder wurden freundlicherweise von Ursula Lehr und Prof. Hans-

Peter Elsdsser tbernommen.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung und Aufreinigung von Gesamt-RNA aus Zellen

Verwendete Losungen und Materialien:

o Tri®Reagent Sigma-Aldrich, Steinheim
e Chloroform Merck, Darmstadt

e NucleoSpin®RNA Clean-up Macherey-Nagel, Diiren
e rDNase Set Macherey-Nagel, Diren
e Isopropanol Roth, Karlsruhe

Zur Gewinnung von RNA wurden Zellen in Tri®Reagent geerntet und deren RNA nach der Methode
von Chomczynski und Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987) isoliert. In allen Schritten des folgenden
Protokolls wurde auf Arbeiten in RNase-freier Umgebung und die Verwendung RNase-freier
Utensilien geachtet. Die Reinigung der Arbeitsflaichen erfolgte mit einer Lésung aus 0,1 M NaOH und
0,25% (w/v) Natriumhypochlorid. Zu Beginn wurde das Medium der Zellen abgesaugt und diese
einmal in kaltem PBS gewaschen. Dann wurde 1ml Tri®Reagent in die Kulturschale pipettiert und
verteilt. Nun konnten die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers vom Untergrund abgelést werden und
nach sorgféltigem Mischen durch Auf- und Abpipettieren in ein 2ml EppendorfgefaR lberfiihrt
werden. Es erfolgte eine finfminitige Inkubation bei Raumtemperatur. An dieser Stelle konnte das
Protokoll durch Einfrieren der Zellsuspensionen bei -80°C unterbrochen werden. Im weiteren Verlauf
wurden 200 ul Chloroform zu den Proben gegeben. Die Ansdtze wurden nun fir 30Sekunden kréftig
geschiittelt und dann fir drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die anschliefende 15-
mindtige Zentrifugation bei 4°C und 12000 g bildeten sich zwei Phasen in der Zellsuspension. Die
untere organische Phase enthielt nun die Proteine, wahrend in der oberen, wassrigen Schicht die RNA
gelost war. Die RNA-haltige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefal® Gberfihrt und mit 500 pl
Isopropanol versetzt. Nach kurzem Vortexen wurden die Proben fiir zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde erneut fir 15Minuten bei 4°C und 12000 g zentrifugiert,
wobei ein RNA-haltiges Pellet entstand. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 90l
RNAse freiem Wasser gelost. Um die Reinheit der RNA zu optimieren, wurden die Proben mit rDNase
behandelt, welche fiir den Abbau eventuell vorhandener DNA-Reste sorgte. Dazu wurde eine 1:10-
Verdiinnung aus DNase in DNase-Puffer hergestellt. Hiervon wurden 9 pl zu jedem Ansatz gegeben
und dann fir zehn Minuten bei 37°C inkubiert. Nun erfolgte die Aufreinigung der RNA mit Hilfe eines

RNA-Clean-up Kits. Dazu wurden zunachst pro Ansatz eine Mischung aus 300 ul RA1-Puffer mit 300 ul
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98 %-igem Ethanol hergestellt und zu den Proben gegeben. Das Gemisch wurde nun auf die RNA-
Bindesdulen geladen und fir zehn Minuten bei 10000 g zentrifugiert. Dabei bindet die RNA an die
Silica-Membran der Saule. Das Sammelgefall mit dem durchgelaufenen Puffer wurde verworfen und
durch ein Frisches ersetzt. Als nachstes wurde durch die Zugabe von 700l RA3-Puffer und eine
Zentrifugation von 30Sekunden bei 10000 g ein erstes Mal gewaschen. Im zweiten Waschschritt
wurden 350 ul RA-Puffer auf die Sdulen pipettiert und fiir zwei Minuten bei 10000 g zentrifugiert. Nun
wurden die Sdulen mit offenem Deckel auf ein 1,5ml-EppendorfgefaR gesetzt und fir drei Minuten
stehen gelassen. Im letzten Schritt wurde die RNA aus der Silica-Membran der Saule mit 40-50 pl
RNase-freiem Wasser durch einminitiges Zentrifugieren bei 10000g eluiert. Die gereinigte RNA

wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

2.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmungen

Mit Hilfe eines Photometers kann unter anderem die Konzentration von geloster RNA oder DNA
bestimmt werden. Zur Konzentrationsmessung wird ein Lichtstrahl durch die zu untersuchende
Losung gesendet. Es handelt sich um UV-Strahlung mit der Wellenlange 260 nm, die durch eine
Deuteriumlampe erzeugt wird. Dieses Licht wird von Nukleinsduren am starksten absorbiert. Bei
Durchtritt durch die Losung wird ein Teil der Strahlung von der Probe absorbiert, die Intensitat der
Ubrigen Strahlung wird nach deren Austritt aus der Quarzkiivette von dem Photometer gemessen.
Durch den gemessenen Absporptionswert kann mit folgender Formel die Stoffmengenkonzentration
der Losung ermittelt werden:

Stoffmengenkonzentration (c) = Absorption x Verdiinnung der L6sung x Konstante
Der Wert der Konstante ist abhangig von der Art der Nukleinsduren:

e doppelstringige DNA: 50 pg/ml
e einzelstrangige DNA und RNA:  40pug/ml

e einzelstrangige Oligonukleotide: 20ug/ml

Proteine absorbieren vor allem Licht mit einer Wellenlange von 280nm. Durch die Bildung eines
Absorptionsquotienten A,g/Ass0 kann die Qualitat der Proben bestimmt werden. Dabei sollten reine
RNA-Proben einen Quotienten von >1,8 haben.

Fir die Messung wurden die Proben 1:100 in TE verdiinnt und 300ul dieser Lésung in einer

Quarzkiivette gegen 300l reines TE als Leerwert gemessen.
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2.3.3 cDNA-Synthese

Mit Hilfe des First-Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon Rot) konnte RNA in cDNA
umgeschrieben werden. In einem 0,2 pl-ReaktionsgefaR wurde zu 1pug RNA 1ul Random-Hexamer-
Primer (0,2 ug/ul) pipettiert und anschlieBend mit DEPC-behandeltem Wasser auf 12 ul aufgefllt.
Dieser Ansatz wurde fir flinf Minuten bei 70°C inkubiert und danach fiir drei Minuten auf Eis gestellt.

In der Zwischenzeit wurde eine Mischung aus folgenden Substanzen hergestellt:

e 1pl RevertAid™ H Minus M-MulV Reverse Transkriptase (200 U/pl)
e 1l RiboLock™ Ribonuklease-Inhibitor (20 U/pl)

e 2ul dNTP-Mix (10nM)

e 4pl Reaktionspuffer (5x)

Nach Zugabe dieser Mischung erfolgte zur Anlagerung der Primer eine fiinfminitige Inkubation bei
25°C. Im néachsten Schritt wurde fiir eine Stunde bei 42°C der zur RNA komplementare DNA-Strang
durch das Schliisselenzym Reverse Transkriptase synthetisiert. Danach wurde das Enzym durch eine
Inkubation bei 70°C fiir zehn Minuten hitzeinaktiviert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die

Proben bei 4°C gelagert.

2.3.4 Semiquantitative PCR

Bei der Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um eine Methode, mit der in vitro DNA
vervielfdltigt werden kann (Mullis et al., 1986).
Der Ablauf der PCR wird in drei Schritte eingeteilt:

1. Denaturierung: Durch eine Erhitzung auf circa 94°C werden die DNA-Doppelstriange in

Einzelstrange getrennt.

2. Primer Annealing: Bei einer Temperatur von 50-60°C lagern sich die Primer an die jeweils
komplementdaren DNA-Sequenzen an. Die Primer werden dabei so gewahlt, dass sie die

gewiinschte Sequenz, die amplifiziert werden soll, flankieren.

3. Elongation: Die DNA-Polymerase synthetisiert bei einer Temperatur von 72°C einen

komplementaren Strang zu der gewlinschten Sequenz.

Diese drei Schritte werden in einem Thermocycler in folgendem Programm insgesamt 35 Mal

wiederholt:
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e 3 Min. bei94°C

e 30Sek. bei94°C
e 30Sek. bei58°C } 35 Zyklen
e 2Min. bei72°C
e 10 Min. bei72°C

Der Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:

o 3ul cDNA

o 1l dNTPs 10nM Fermentas, St.Leon-Rot

e 5yl 10x PCR Master-Mix Sigma, Deisenhofen

e 10l Primer-Mix Stock: 10 picomol/ul in TE Metabion, Martinsried
Verdiinnung: 1:10in ddH,0

o 2ul REDTaq Polymerase Sigma, Deisenhofen

e 5ul MgCl, Fermentas, St.Leon-Rot

Dieser Ansatz wurde mit ddH,0 auf 50l aufgefiillt und nach der PCR Reaktion mit 10l 6x-DNA-
Probenpuffer vermischt. 10ul der Probe wurden auf ein Agarose-Gel geladen und durch

Elektrophorese aufgetrennt.

Verwendete Primer:

Genprodukt: Sequenz: ProduktgroRBe:
B-Aktin for: 5I—CTAAGGCCAACCGTGAAAAG—?: . 104 bp
rev: 5'-ACCAGAGGCATACAGGGACA-3
B-Kasein for: 5'-ACTGTATCCTCTGAGACTG-3 578bp
rev: 5'-TCTAGGTACTGCAGAAGGTC-3'
Myc for: 5'-CTTTCCCTACCCTCTCAACGA-3 698 bp

rev: 5-TCAACTGTTCTCGTCGTTTCC-3'

2.3.5 Real Time PCR (qRT-PCR)

Im Unterschied zur herkdmmlichen PCR kann mit Hilfe der qRT-PCR die Quantifizierung eines
Genprodukts in Echtzeit vorgenommen werden. Um ein Gen nachzuweisen, werden wie bei der
semiquantitativen PCR, unmarkierte, fiir ein bestimmtes Gen spezifische Oligonukleotid-Primer
verwendet, die sich an die jeweils komplemetare Sequenz der DNA-Probe anlagern.

Zur Detektion der nach jedem PCR-Zyklus vorhandenen DNA-Menge wird der Fluoreszenz-Farbstoff
SYBR-Green verwendet. Dieser interkaliert in doppelstrangiger DNA und ist nur unter dieser
Bedingung fluoreszierend. Somit verhalt sich die Starke der Fluoreszenz proportional zur Anzahl der

PCR-Produkte.
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Am Anfang der Reaktion liegt nur die in der Probe eingesetzte, relativ geringe DNA-Menge vor, die flr
die Hintergrund-Fluoreszenz verantwortlich ist. In der anschlieBenden exponentiellen Phase sollte
sich unter optimalen Bedingungen das Genprodukt nach jedem Zyklus verdoppelt haben. Am Ende
der PCR, in der sogenannten Plateau-Phase, hat sich die DNA-Menge so stark vermehrt, dass die PCR-
Produkte miteinander hybridisieren und dadurch die Reaktion hemmen (Holzapfel and Wickert,
2007).

Fir die Quantifizierung der Genexpression wird die Fluoreszenz zu Beginn der exponentiellen Phase
gemessen und ein Analysezeitpunkt bestimmt, bei dem es sich um den Zyklus (=CT =Threshold Cycle)
handelt, indem die Fluoreszenz zum ersten Mal die Hintergrund-Fluoreszenz signifikant Ubersteigt.
Um eventuelle Fehler, wie z.B. unterschiedlich eingesetzte Konzentrationen der DNA-Proben
auszuschlieRen, wird in derselben Probe neben der Expression des zu untersuchenden Gens auch die
Expression eines Referenzgens (Housekeeping-Gen; HKG) gemessen und mit diesem normalisiert.
Entscheidend bei der Wahl des Housekeeping-Gens ist, dass seine Expression unter verschiedenen
Versuchsbedingungen konstant bleibt und es nicht reguliert wird. In dieser Arbeit wurde fir die
Versuche mit MEFs HPRT und fiir Versuche mit HC11 GAPDH als HKG gewadhlt. Die Ermittlung des
geeigneten HKG erfolgte mit Hilfe der der unter 3.2.3.1 beschriebenen Programme GenEx und
Normfinder. Bei der Berechnung der n-fachen Expression (= relativer Expressionsunterschied) wurden
zuerst der ermittelte CT-Wert des Referenzgens von dem des zu untersuchenden Zielgens abgezogen,
wodurch man ACt erhalt. Der ACt-Wert fur das zu untersuchende Gen wird zum einen in einer Probe
unter Versuchsbedingungen und zum anderen in einer Kontrollprobe bestimmt und voneinander
subtrahiert. Um nun die relativen Expressionsunterschiede unter verschiedenen Konditionen

PACT_Methode angewandt (Livak and Schmittgen,

berechnen zu kénnen, wurde die sogenannte 2
2001a), welche voraussetzt, dass sich die DNA-Sequenz in jedem PCR-Zyklus verdoppelt.

Zusammenfassend wurden also folgende Werte gemessen bzw. berechnet:

ACT=CT Zielgen — CcT Referenzgen

AACT = ACT (Versuchsbedingung) ~ ACT (Kontrollbedingung)

. . . -AACT
Relativer Expressionsunterschied = 2

Die Durchfithrung der qRT-PCR erfolgte mit dem Absolute™ QPCR SYBR® Green Mix (Thermo
Scientific), der die meisten der nétigen Komponenten bereits enthielt. Die Reaktionsansatze wurden

in 96-well-Platten pipettiert und setzten sich folgendermalRen zusammen:
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e 25u cDNA Verdiinnung: 1:10 in ReinstH,0
e 10ul Primermix Stock: 100 picomol/ul in TE ~ Metabion, Martinsried
Konzentration: 200nM in ReinstH,0
e 12,5ul ABsolute™ QPCR Thermo Scientific,
SYBR® Green Mix Karlsruhe

Die CT-Werte jedes Gens wurden in drei technischen Replikaten gemessen. Nach Beendigung des
Pipettierens wurde die Platte mit einer Sealing-Folie verschweiRt und kurz bei 400g zentrifugiert.

Die Messung der Genexpression durch das Gerat Stratagene Mx3005P™ geschah nach folgendem
Programm:

e 15Min. bei 95°C
e 30Sek. bei 95°C

e 30Sek. bei 60°C 45 Zyklen

e 30Sek. Bei 72°C

e 1Min. bei95°C

e 60°-95°C
Die Rohdaten wurden mit Hilfe des Programms MxPro und Excel ausgewertet. Aus den Daten der
technischen Replikate wurde ein Mittelwert bestimmt und anschlieBend anhand der AACT-Methode
(Livak and Schmittgen, 2001) die Genexpression ermittelt. Die graphische Darstellung der

Genexpressionen erfolgte durch die Software GraphPad Prism, mit der ebenfalls die statistischen

Analysen durchgefiihrt wurden.

Verwendete Primer:

Genprodukt: Sequenzen: ProduktgroBe:

Ambral for: 5'-GAGCACCCAATTTACCCAGA-3' 66b
rev: 5'-GATCATCCTCTGGGCGTAGTA-3' P

for: 5'-GGGTGTAATCACCCCAGAAG-3'

Atg3 rev: 5-TGTTGGACAGTGGTGGACTAA-3' 64bp
o soomseoe s
Atgac o o AAATAATGACAGCCTTTCACO S 105 bp
Atgs o P T TS 136 bp
atg7 o 5 COANCCOTOACAGAAMACC o 76 bp
Atg9b o BT 95bp
Atg10 for: 5'-GCTGTGCTAAAGAATTCACAGAAA-3' 56bp

rev: 5-AGGTAAATTCAGACCAACCACTG-3'
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Atg12
S-Aktin
Cdknia
Exoc2
Gapdh
Hmbs
Hprt
Miz1
Myc
Pikfyve
Sdha
Spast
Ubiquilin1

Vamp4
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for: 5'-GGAACCTCCCGGAGACAC-3'

rev: 5'- CCACAGCCCATTTCTTTGTT-3' 22lEp
for: 5'-CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3' 104bp
rev: 5'-ACCAGAGGCATACAGGGACA-3'

for: 5'-TCCACAGCGATATCCAGACA-3' 90bp
rev: 5'-GGCACACTTTGCTCCTGTC-3'

for: 5'- GGGAGAACCTGGGTACTGGT -3' 72bp
rev: 5'- CCGTGAGGAGGCAATTATGT -3'

for: 5'-CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3' 55 bp
rev: 5'-GCGGCACGTCAGATCCA-3'

for: 5'-TCCCTGAAGGATGTGCCTAC-3' 73bp
rev: 5-AAGGGTTTTCCCGTTTGC-3'

for: 5'-TCCTCCTCAGACCGCTTTT-3' 90bp
rev: 5'-CCTGGTTCATCATCGCTAATC-3'

for: 5'-AGGCACACTGTCTGAGAAGAGA-3' 96bp
rev: 5-TGGTTCAGCTGCTCCAAGA-3'

for: 5'-CCTAGTGCTGCATGAGGAGA-3' 93bp
rev: 5'-TCCACAGACACCACATCAATTT -3'

for: 5'-GGCCGACTGATCTGGATTC-3' 60bp
rev: 5'-CCAGCAAATGACCATCAAATAC-3'

for: 5'-TGTTCAGTTCCACCCCACA-3' 66 bp
rev: 5'-TCTCCACGACACCCTTCTG-3'

for: 5'-CAGCCCTGGGTCCTATCC-3' 69bp
rev: 5'-TTCTCATCTCACTGGCAGACAT-3'

for: 5:-GAATAATCCCCTATTTGCTG'GA-3' 92bp
rev: 5-TGTCGGGGTTCTGCATTT-3

for: 5'-TGCAAGAGAATATTACAAAGGTAATTG-3' 95bp

rev: 5-GAAAGCGGTGGCATTATCC-3'

2.3.6 Plasmidaufreinigung und Vervielfiltigung

Zur Transfektion der HC11-Zellen mit GFP-markiertem LC3 wurden von der Firma Addgene

verschiedene

Konstrukte bestellt (siehe Tabelle 3.1). Die gewilnschten Vektoren wurden in

transformierten Bakterien als Stichkulturen geliefert.

2.3.6.1 Herstellung von Luria-Bertani Medium (LB-Medium)

Flr die Kultivierung der Bakterien wurde folgendes Medium hergestellt:

e 10g
e 5g
e 10g

Tryptone enzymatic Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim
digest from Casein

Yeast extract Sigma, Steinheim

NacCl Roth, Karlsruhe
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Die Substanzen wurden unter dem Abzug abgewogen, mit ddH,0 auf einen Liter aufgefiillt und
verrihrt. AnschlieRend wurde der pH-Wert der Losung gemessen und mit NaOH (1M) auf pH7

titriert.

2.3.6.2 Herstellung und Beimpfung von Agar-Platten

Das fiir die Herstellung der Agar-Platten verwendete Medium enthielt folgende Komponenten:

e 5g Tryptone enzymatic Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim
digest from Casein
e 2,5g Yeast extract Sigma, Steinheim
e 5g NaCl Roth, Karlsruhe
e 7,5g Bacto'" Agar Becton, Dickinson and Company,
USA/Frankreich
e Ampicillin Stock: 50mg/ml Boehringer, Mannheim
Verdiinnung: 1:1000 in Agar-
Medium
e Kanamycin Stock: 25mg/ml Serva, Heidelberg
Verdiinnung: 1:1000 in Agar-
Medium

Auch dieses Medium wurde vor Zugabe des Bacto™ Agars auf pH7 titriert. Sowohl das LB-Medium,
als auch das Agar-haltige Medium wurden fiir 20 Minuten autoklaviert.

Zum GieRen der Agar-Platten wurde gewartet, bis das Medium nach dem Autoklavieren auf unter
50°C abgekiihlt war, bevor das fiir die Selektion der Bakterien nétige Antibiotikum (Ampicillin oder
Kanamycin, siehe Tabelle 3.1) zugegeben wurde. Nun konnte das fertige Medium unter einer
Sterilbank in 55 cm?2-Petrischalen gegossen werden. Nach etwa einer halben Stunde war das Medium
geliert und die Platten konnten bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert werden.

Aus den gelieferten Stichkulturen konnte nun mit Hilfe einer Impfése ein Teil der Bakterien
aufgenommen und auf dem Nahrboden ausgestrichen werden. Durch das Antibiotikum in den Agar-
Platten wuchsen nur Bakterien, die den Vektor, der eine entsprechende Antibiotikaresistenz

vermittelte, aufgenommen hatten. Die beimpften Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.3.6.3 Amplifizierung der Plasmid-DNA

Am nachsten Morgen wurde in einem 12ml Kulturréhrchen 2ml LB-Medium mit 2 ul des jeweiligen
Antibiotikums vorbereitet. Auf den beimpften Ndhrboden waren inzwischen Bakterienkulturen

gewachsen. Einer der Klone wurde ausgesucht und mit Hilfe einer Pipettenspitze gepickt. Die
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Pipettenspitze wurde nun in dem vorbereiteten Kulturréhrchen bei 37°C in einem Schittler bis zum
Abend inkubiert. Am Abend wurden 500l der Kultur-Lésung aus dem Kulturrohrchen entnommen
und in einen Erlenmeyerkolben mit 200ml LB Medium, das mit 200l Antibiotikum versehen war,

Uberfiihrt. Die Ansatze wurden erneut tGber Nacht in einem Schittler bei 37°C inkubiert.

2.3.6.4 Maxi-Praparation

Mit Hilfe einer Maxi-Prdparation kdnnen gréRere Mengen Plasmid-DNA aus Bakterien isoliert werden.
Hierbei kam das NucleoBond® Xtra Maxi Kit (Macherey und Nagel, Diiren) zur Anwendung.

Als erstes wurden die Ubernachtkulturen in Zentrifugen-feste PlastikgefaRe tberfiihrt und bei 5°C und
5000 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert. Danach wurde jeweils der Uberstand verworfen und das Pellet
in 12 ml Resuspensions-Puffer mit RNase resuspendiert, bis eine homogene braunlich-triibe Lésung
entstand. Diese Losung wurde in einen 50ml Falcon gefiillt, bevor die Zelllyse eingeleitet wurde. Dazu
wurden 12ml Lysis-Puffer zugegeben und unter leichtem Schwenken fir fiinf Minuten inkubiert, bis
das Gemisch viskds wurde. Im nachsten Schritt wurde die Filtersdule, durch vorsichtiges Auftragen
von 25ml Aquilibrierungspuffer am Rand der Siule, angefeuchtet. Durch Mischen des Bakterienlysats
mit 12ml Neutralisationspuffer entstand eine klare Losung mit weien Flocken. Dieses Gemisch
wurde nun auf den Filter der Saule geladen. Nachdem die Lésung durch den Filter gelaufen war,
wurde der Filter mit 15ml Aquilibrierungspuffer gewaschen und anschlieBend aus der Siule entfernt.
Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt der Saule mit 25ml Wasch-Puffer. Bevor mit dem
Auswaschen der Plasmid-DNA aus der Saule durch 15ml Elutionspuffer begonnen werden konnte,
musste das Auffanggefall durch einen 50 ml-Falcon ersetzt werden. Zur Prazipitation der DNA wurde
nach der Elution 10,5ml Isopropanol zu der Losung in dem Falcon gegeben, gevortext und fiir zwei
Minuten stehen gelassen. Nun wurde das Gemisch fiir 30 Minuten bei 4°C und 10000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig abgeschiittet, das DNA Pellet mit 5ml 70%igem Ethanol gewaschen
und erneut fir 5-10 Minuten bei 4°C und 10000g zentrifugiert. Danach wurde der Alkohol aus dem
Falcon entfernt und das Pellet getrocknet. Zum Schluss wurde das gereinigte DNA-Pellet durch Auf-

und Abpipettieren in 400 ul TE gelost.

2.3.7 Restriktionsverdau

Zur Uberpriifung von Konstrukten kénnen Restriktionsenzyme verwendet werden. Diese Enzyme
erkennen und schneiden jeweils eine bestimmte DNA-Sequenz, sodass mehrere kirzere DNA-

Fragmente entstehen. Wenn nun die Liange eines Plasmids oder einer amplifizierten cDNA-Sequenz
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bekannt ist, kann in einem analytischen Restriktionsverdau, beim Einsatz ausgewahlter
Restriktionsenzyme, die Ldnge der entstehenden Schnittprodukte mit Hilfe von Restriktionskarten

vorhergesagt werden. Fiir einen analytischen Ansatz wurden folgende Komponenten bendtigt:

e 1ug DNA
e 2ul BSA Konzentration: 1mg/ml NEB, Schwalbach
e 2ul DTT Konzentration: 10mM Sigma-Aldrich, Steinheim
e 2ul Puffer 10x NEB, Schwalbach
e 1pul pro Restriktions- NEB, Schwalbach
Enzym
e ReinstH,0 (auf 20pl) Serumwerk Bernburg AG,

Bernburg

Da die Spezifitat der Restriktionsenzyme von den Umgebungsbedingungen abhangt, musste fiir jedes
Restriktionsenzym ein passender Puffer ausgewahlt werden. Die Ansdtze mit einem Gesamtvolumen
von 20 ul wurden fir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde die verdaute DNA mittels

Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.3.8 Agarose-Gelelektrophorese

Verwendete Substanzen:

e Agarose Roth, Karlsruhe
e DNA-Probenpuffer Verdiinnung: 1:6 mit der siehe 2.1.3
DNA-Probe
e Ethidiumbromid Konzentration: 10mg/ml Sigma, Deisenhofen
e TriDye™2-Log DNA- NEB, Schwalbach
Ladder

DNA ist wegen ihrer Phosphatgruppen in wassriger Lésung negativ geladen und kann somit in einem
Agarose-Gel durch Anlegen eines elektrischen Feldes der Grofle nach aufgetrennt werden. Das
Agarose- Gel wirkt dabei wie ein Sieb, das je nach Konzentration, Teilchen einer bestimmten GrofR3e
zurlickhalten kann. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid kann die DNA im Gel sichtbar gemacht
werden. Hierbei handelt es sich um einen Farbstoff, der mit der DNA interkaliert und durch UV-Licht
zur Fluoreszenz angeregt werden kann. Durch die Verwendung eines geeigneten DNA-Markers kann
die GroRe der aufgetrennten DNA-Stiicke relativ genau bestimmt werden. Je nach GroRe der
erwarteten Fragmente wurden 1-2%ige Agarose-Gele verwendet.

Zur Herstellung des Gels wurden 1,2g (1%) oder 2,4g (2%) Agarose abgewogen und in 120 m| TBE-

Puffer gelost. Dazu war es notig, das Gemisch in der Mikrowelle zu erhitzen. Die verdampfte
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Flussigkeit wurde anschlieRend durch die Zugabe von ddH,0 wieder ersetzt. Bevor das Gel in den
Gel-Schlitten gefiillt wurde, wurden 2 pl Ethidiumbromid zugegeben. Nach circa 30 Minuten war das
Gel geliert und einsatzbereit.

Der Gel-Schlitten wurde nun in die Elektrophorese-Kammer gesetzt und diese mit TBE-Puffer
aufgefiillt. Bevor die DNA-Proben in die Gel-Taschen pipettiert werden konnten, mussten sie noch mit
einem DNA-Probenpuffer beschwert werden. Zur Bestimmung der FragmentgroRen wurden 7 ul der
TriDye™2-Log DNA-Leiter auf jedes Gel aufgetragen. Die Proben wurden fiir 45-60 Minuten bei 100V

aufgetrennt und zur Auswertung anschlieBend unter UV-Beleuchtung fotographiert.

2.3.9 DNA-Extraktion aus eukaryotischen Zellen

Zur Isolierung von DNA aus Zellen wurde das REDExtract™ Kit (Sigma) verwendet. Dazu wurde das
Medium der Zellen abgesaugt und diese in ihrer Kulturschale (24-well-Platte) bei -20°C eingefroren.
Zu den tiefgefrorenen Zellen wurde nun pro Well eine Mischung aus 25l Extraction-Solution und
6,25 pl Tissue-Prep-Solution gegeben. Im nachsten Schritt wurden die Zellen in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei Raumtemperatur sofort wieder aufgetaut. Die Suspension mit den
aufgeschlossenen Zellen wurde in ein 1,5ml Eppendorf-GefaR tberfiihrt und fir finf Minuten in
einem Heizblock bei 95°C inkubiert. Als letztes wurde zu jedem Ansatz 25 ul Neutralisation-Solution
gegeben und gevortext. Mit der gewonnenen DNA konnte nun eine Genotypisierung durchgefiihrt

werden. Bis zur weiteren Verwendung wurde die DNA im Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt.

2.3.10 Genotypisierung

Um herauszufinden, ob die verschiedenen APOZ/Cre-ER-MEF-Klone tatsichlich die Cre-ER-
Rekombinase exprimierten und dieses Enzym in Gegenwart von Tamoxifen aktiviert wird, wurde
eine Genotypisierung durchgefiihrt. Hierbei wird mittels spezifischer Primer die DNA-Sequenz, die fir
das gewiinschte Gen kodiert, durch PCR amplifiziert und anschlieBend auf einem Agarose-Gel

nachgewiesen.

Verwendete Losungen:

e 2ulDNA

e 4pul Primermix Stock: 100 picomol/ulin TE  Metabion, Martinsried
Verdiinnung: 1:1000in TE

e 6l RedTag-Polymerase Sigma, Deisenhofen
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Die Ansatze wurden in einem Thermocycler bei folgendem Programm vervielfaltigt:

e 3Min. bei95°C
e 45Sek. bei95°C
e 45Sek. bei60°C 30 Zyklen
e 2Min. bei72°C
e 10Min. bei72°C

Die amplifizierte DNA konnte nun entweder mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt oder bei

4°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt werden.

Verwendete Primer:

Genprodukt: Sequenz: ProduktgroRe:

Cre for: 5'-GAACGCACTGATTTCGACCA-3' 200b
rev: 5'-AACCAGCGTTTTCGTTCTGC-3' P

for (Primer 1):
5'-GTATTCTGCTGTGGGGCTATC-3'

rev (Primer2):
5'-GGCTGTGCTGGGGGAAATC-3'

rev (Primer 3):
5'-GGCAGTTACAGGCTCAGGTG-3'

Mizl siehe Abbildung 3.2-2 b

2.4 Proteinbiochemie

2.4.1 Herstellung von Gesamtzelllysaten

Verwendete Lésungen:

e Benzonase®Nuclease Verdiinnung: 1:1000 Novagen, USA

e Proteinase-Inhibitor- Verdiinnung: 1:1000 Sigma, Deisenhofen
Cocktail

o RIPA-Puffer siehe Abschnitt 2.1.3

Zur Herstellung von Gesamtzelllysaten wurden die Zellen nach Versuchsende zuerst einmal mit PBS
gewaschen. Nun wurde geklhlter, mit Proteinaseinhibitor versehener Lysispuffer zu den Zellen
gegeben. Mit Hilfe eines Zellschabers wurden die Zellen vom Untergrund abgeldst und in ein
Eppendorfgefall tberfiihrt. Um Proteinabbau durch Proteasen zu vermeiden, wurden die Proben
permanent auf Eis gekiihlt. Normalerweise wurde eine halbe 55cm?-Kulturschale oder ein GefaR einer
6-Well-Platte in 500l Lysispuffer geerntet. Da die Zelllysate wegen ihrem DNA-/RNA-Gehalt meist

sehr viskds und dadurch schlecht zu pipettieren waren, wurden sie vor ihrer Weiterverarbeitung fir
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mindestens zwei Stunden mit Benzonase auf Eis inkubiert. Hierbei handelt es sich um eine

Endonuklease, die alle Arten von Nukleinsduren abbaut.

2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit Hilfe des BCA-Assays

Verwendete Lésungen:

e Bicinchoninsaure Sigma, Deisenhofen
e BSA Roth, Karlsruhe
e Kupfersulfat-Pentahydrat 4%ig in ddH,0 Merck, Darmstadt

Das Prinzip der BCA-Methode (Smith et al., 1985) beruht darauf, dass zweiwertige Kupferionen in
wassrigem, alkalischem Milieu durch das Protein des Zelllysats zu einwertigem Kupfer reduziert
werden. In einer ersten Reaktion werden Komplexe aus dem zweiwertigen Kupfer und der
Proteinverbindung gebildet. Dabei findet ein Farbumschlag der Losung von farblos nach hellviolett
statt. Voraussetzung fir diese Reaktion ist, dass die Proteinverbindung mindestens zwei
Peptidbindungen enthilt. In einer zweiten Reaktion findet eine Intensivierung des Farbumschlags zu
kraftigem violett statt. Hier entsteht ein Komplex aus zwei Molekilen Bicinchoninicsdure (BCA) und
dem in der ersten Reaktion entstandenen einwertigem Kupfer-lon. Die Absorption der BCA-Cu’-
Komplexe kann photometrisch bei einer Wellenldnge von 562nm gemessen werden.

Indem nun der ermittelte Absorptionswert auf einer Eichkurve aufgetragen wurde, konnte auf die
Proteinkonzentration eines Zelllysats zuriickgeschlossen werden. Zur Erstellung einer Eichkurve
wurde in jedem BCA-Assay eine Standartreihe, die BSA-Mengen (bovines Serumalbumin) zwischen 0
und 5ug enthielt, mitgemessen. Um sicher zustellen, dass der gemessene Wert der Proteinldsung im
linearen Bereich der Eichkurve liegt, wurden verschiedene Verdiinnungen des Zellysats gemessen
(1:10, 1:30, 1:60 in H,0). In einer 96-well-Platte wurden pro Well 35ul der Probenverdiinnungen bzw.
der BSA-Verdiinnungsreihe vorgelegt. Dazu wurden in jedes Well 200ul einer Mischung aus
Bicinchoninsaure und 2% Kupfersulfat-Pentahydrat pipettiert. Im Anschluss wurde im Tecan-Reader
die Absorption bei 562nm und 37°C nach 0, 15 und 30 Minuten gemessen. Fiir jede Probe wurden
zwei Messungen durchgefiihrt. Mit Hilfe des Programms Excel konnte fiir jeden Messzeitpunkt die
technischen Duplikate gemittelt und anschlieRend der Mittelwert der drei Zeitpunkte, sowie die

Konzentrationen der Proben berechnet werden.
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2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Mit Hilfe der SDS-Page kdnnen Proteingemische in ihre Komponenten aufgetrennt werden. Hierbei
macht man sich zu Nutze, dass geladene Teilchen im elektrischen Feld wandern. Damit die
Wanderungsgeschwindigkeit der Einzelkomponenten moglichst nur von einem Faktor, namlich der
MolekiilgroRe abhangt, missen die Proteinproben mit einem Probenpuffer vorbehandelt werden.
Der Probenpuffer enthalt unter anderem Natrium-Dodecylsulfat (SDS) und R-Mercaptoethanol. Bei
dem SDS handelt es sich um ein anionisches Detergenz, das in einem konstanten Verhaltnis zur
Proteinmasse (1,4g SDS/g Protein) an das Protein der Losung bindet und durch seine negative Ladung
die Eigenladung des Proteins maskiert. Durch das B-Mercaptoethanol werden die Disulfid-Briicken
der Proteinkomplexe aufgespalten. Unter Erhitzen auf 95°C bewirkt der Probenpuffer die
Denaturierung der Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur der Proteine. Die Proteine liegen nun als
langgestreckte Polypeptidketten vor, deren Masse und Ladung proportional zu ihrer GréRe sind.

Far die Auftrennung des Proteingemischs wurde ein diskontinuierliches Gelsystem nach Lammli
verwendet (Laemmli, 1970). Dieses Gelsystem besteht aus einem Sammelgel und einem Trenngel, die
sich in ihrem pH-Wert und ihrer PorengréBe unterscheiden. Aufgabe des Sammelgels ist es, die
Proteinproben an der Grenze zum Trenngel zu einer scharfen Bande zu konzentrieren. Der
Sammelgelpuffer mit einem pH-Wert von 6,8 enthalt Chloridionen, die durch ihre negative Ladung im
elektrischen Feld schnell wandern und somit als Leitionen fungieren. Der Laufpuffer enthalt Glycin,
das bei dem pH-Wert des Sammelgels als Zwitterion vorliegt und damit wegen seiner geringen
Mobilitdt das Folgeion darstellt. Durch die groBen Poren des Sammelgels tritt hier kein Siebeffekt ein
und die negativ geladenen Proteine ordnen sich als schmale Bande zwischen den beiden lonen-
Fronten an. Am Ubergang vom Sammel- zum Trenngel dndert sich plétzlich der pH-Wert des Gels zu
8,8, wodurch das Glycin eine negative Ladung erhalt. Wegen seiner kleinen MolekiilgroRe konnen die
Glycinationen nun die Proteine Uberholen, was zu einer weiteren Verscharfung der Proteinbande
fahrt. Die negativ geladenen, ankonzentrierten Proteinmolekile wandern nun ins Trenngel, wo sie
wegen der engmaschigen Poren der GrofRe nach aufgetrennt werden. Je nach GrofRe des zu
analysierenden Proteins werden Gele mit unterschiedlichem Acrylamidanteil (6-18%) verwendet. Fir
kleinere Proteine eignen sich konzentrierte Gele, fiir groBe Proteine weniger konzentrierte. Die
verwendete Gelapparatur bestand aus zwei Glasplatten, Abstandhaltern (1,5mm), Probenkdmmen
und einer Haltevorrichtung. Die Bestandteile wurden vor der Benutzung grindlich mit 70%igem

Alkohol gereinigt. Dann erfolgte die Vorbereitung der Gel-Lésungen, wobei das APS und das TEMED,
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die die Polymerisation des Gels starten, erst unmittelbar vor dem EingieRen in die Gelapparatur
zugegeben wurden.

Zusammensetzung der Gele:

Sammelgel Trenngel 8%

(2ml): (20ml):

e ddH,0 1,4 ml 4,6 ml

o 30% Acrylamidmix 0,33 ml 2,7 ml Roth, Karlsruhe
(Acrylamid:Bisacrylamid = 19:1)

e 1 M Tris-Puffer 0,25 ml siehe Abschnitt 2.1.3
(pH 6,8)

e 1,5M Tris-Puffer 2,5 ml siehe Abschnitt 2.1.3
(pH 8,8)

e 10% SDS-Lésung 0,02 ml 0,1 ml siehe Abschnitt 2.1.3

e 10% APS-Losung 0,02 ml 0,1 ml siehe Abschnitt 2.1.3

e TEMED 0,002 ml 0,006 ml BioRad, Miinchen

Zuerst wurde das Trenngel gegossen und sofort mit ein wenig Isopropanol lberschichtet, damit die
Oberflaiche moglichst glatt wurde. Nachdem das Gel fest geworden war, wurde das Isopropanol
entfernt und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Das Aufsetzten eines Probenkamms fiihrte
zur Aussparung der Probentaschen im Gel. Als das ganze Gel vollstandig polymerisiert war, wurde es
in eine Laufapparatur in einer Elektrophoresekammer eingespannt, welche mit Lammli-Laufpuffer
aufgefiillt wurde. Die Proteinproben wurden mit einer entsprechenden Menge Probenpuffer bei 95°C
far funf Minuten erhitzt und anschliefend in die Taschen des Gels pipettiert. Um spater Aussagen
Uber das Molkulargewicht der aufgetrennten Proteine treffen zu kénnen, wurde in eine Tasche 10 ul
Proteinmarker (PageRuIerT'vI Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas, St.Leon-Rot) geladen. Die

Auftrennung der Proben erfolgte bei 15mA im Sammelgel und 30 mA im Trenngel.

2.4.4 \Western Blot

Im Western Blot erfolgt der Transfer von aufgetrennten Proteinen aus einem Gel auf eine geeignete
Membran, indem ein elektrisches Feld, das senkrecht zu Gel und Membran wirkt, angelegt wird.
Entsprechend dem Muster im Gel nach der SDS-Page sind die Proteine nach dem Blot-Vorgang auf
der Membran fixiert und flir weitere Analysen zuganglich. Der Transfer wurde als Halbtrocken-Blot
ausgefiihrt. Dazu wurden eine PVDF-Membran und zwei dicke Filterpapiere entsprechend der
GelgroRe zugeschnitten. Die PVDF-Membran wurde fiir zehn Sekunden in Methanol aktiviert und

anschlieRend zusammen mit den Filterpapieren und dem Gel fiir 15 Minuten in Blot-Puffer inkubiert.
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Danach wurden die einzelnen Blot-Komponenten nach folgendem Schema in der Blot-Kammer

aufgeschichtet:

Anode — Filterpapier — PVDF-Membran — Gel — Filterpapier — Kathode

Die optimale Stromstérke fur den Transfer wurde anhand der GelgroRe berechnet (2,5mA/cm?). Der

Transfervorgang dauerte 45 Minuten. Um nach Abschluss des Blottens die PVDF-Membran vor dem

Austrocknen zu schitzen, wurde diese in einer Schale mit TBST feucht gehalten.

2.4.5 Immundetektion

Verwendete Losungen:

e Blocklésung 5% Milchpulver (w/v) in TBST Roth, Karlsruhe
e Chemolumineszenz- o Lumi-Light Western Blotting Roche, Mannheim
Substratlésung Substrate
o Lumi-Light™ Western Blotting  Roche, Mannheim
Substrate
e Entwicklerlosung Neutol Liquid NE Agfa, Belgien
e Fixierlosung Sistan Image Silver Stabelizer Agfa, Belgien
e TBS siehe Abschnitt 2.1.3
e TBST siehe Abschnitt 2.1.3
Primarantikdrper:
e c-Myc (D84C12) XP™  Sperzies: Kaninchen Cell Signaling, NEB, Frankfurt
Verdiinnung: 1:500 in Blocklosung
e Mizl (B10) Spezies: Maus Santa Cruz, USA
Verdiinnung: 1:300 in Blocklésung
e 0a-Tubulin Spezies: Maus Thermo Scientific, Karlsruhe
(Prod#62204) Verdiinnung: 1:5000 in Blocklésung

Sekundarantikoérper:

e Anti-Kaninchen IgG- Spezies: Ziege
HRP Verdiinnung: 1:7500 in Blocklésung
e Anti-Maus IgG-HRP Spezies: Ziege

Verdiinnung: 1:7500 in Blocklésung

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen
oder: Pierce, Thermo
Scientific, Karlsruhe

Anhand spezifischer Antikorper kénnen nun selektiv bestimmte Proteine auf der Blot-Membran

nachgewiesen werden. Dabei binden, genau wie bei der Immunfarbung von Zellen, spezifische
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Erstantikdrper an Epitope des gewiinschten Proteins, welche dann im nachsten Schritt durch einen
Enzym-gekoppelten Zweitantikdrper dargestellt werden koénnen. In dieser Arbeit wurden
Sekundarantikdrper verwendet, die an das Enzym Meerrettichperoxidase gebunden waren. Durch die
Zugabe von Luminol und H,0, wurde an Stellen der Membran, wo der Zweitantikorper gebunden
hatte, Chemilumineszenz erzeugt. Dabei katalysierte die Peroxidase die Oxidation von Luminol, was
zur Entstehung des Lichts fuhrt. H,0, wirkte dabei als Oxidationsmittel.

Unmittelbar nach Beendigung des Blottens wurde die mit Proteinen beladene Membran fiir 45
Minuten auf einem Wippschittler in Blocklosung inkubiert. Sinn des Blockens ist es, unspezifische
Bindungsstellen fir den Antikérper auf der Membran abzusattigen, um damit moglichen dunklen
Hintergrund und unspezifische Banden zu vermeiden. AnschlieBend wurde der in Blocklésung
verdliinnte Antikorper Gber Nacht dazugegeben. Hierzu wurde die Membran in eine passende Folie
mit 2ml Primarantikdrperlosung eingeschweiflt und zwischen zwei Glasplatten, die fiir eine
gleichmafige Verteilung der Antikoérperldsung sorgten, im Kihlschrank gelagert. Am nachsten Tag
wurde die Antikérperverdiinnung entfernt und die Membran dreimal fiir zehn Minuten schwenkend
mit TBST gewaschen. In der Zwischenzeit wurde eine Verdlinnung des Zweitantikorpers in
Blocklosung hergestellt. Darin wurde die Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem
Wippschittler inkubiert. Danach wurde die Membran erneut dreimal fir je zehn Minuten mit TBST
und einmal flir 15Minuten mit TBS gewaschen. Nun wurde die Membran auf einer Folie fir flinf
Minuten in 1 ml frisch angesetzter Chemilumineszenz-Substratlésung inkubiert. AnschlieBend konnte
die Chemilumineszenz mit Hilfe eines Rontgenfilms detektiert werden. Dazu wurde der Film durch die
Membran in einer Rontgenkassette je nach Primarantikorper fir eine bestimmte Zeit belichtet, bevor
er entwickelt wurde. Die Entwicklung erfolgte in einer Dunkelkammer, wobei der Film zuerst solange
in Entwicklerlosung inkubiert wurde, bis sich die Proteinbanden zeigten. Danach wurde der Film kurz
in Wasser abgewaschen und anschlieRend in ein Fixierbad getaucht, wodurch der Rontgenfilm
durchsichtig wurde.

Um zu zeigen, dass in alle Geltaschen die gleiche Proteinmenge geladen wurde, erfolgte eine
Ladekontrolle. Hierfir wurde die Membran nach der Chemilumineszenzreaktion dreimal in TBST
gewaschen und Uber Nacht mit einem Primarantikorper gegen Tubulin inkubiert. Am nachsten Tag
erfolgte dann eine erneute Inkubation mit dem entsprechenden Sekundarantikdrper und die

Detektion der Chemilumineszenzreaktion.
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3.1 Autophagie in den Brustdriisenzellen HC11 in Abhdngigkeit von
Miz1l

3.1.1 Die Zelllinie HC11

Bei der HC11-Zelllinie handelt es sich um epitheliale Maus-Brustdriisenzellen (Ball et al., 1988). Diese
adhdarend wachsenden Zellen kénnen durch eine kombinierte Behandlung mit den Hormonen
Prolaktin, Insulin und Dexamethason differenzieren und zur Laktation angeregt werden. Dabei
produzieren die Zellen unter anderem vermehrt Milch-Proteine (z.B. Kasein, siehe Abb. 3.1-1), deren
Expression durch semiquantitative PCR dargestellt werden kann. In dieser Arbeit wurde allerdings nur

mit undifferenzierten Zellen gearbeitet.

Oh 24h  48h 72h
~578bp - W W W  p-Kasein

~108bp- N M M M B-Aktin

Abbildung 3.1-2-1: Expression des Differenzierungsmarkers B-Kasein. Die Expression von B-Kasein wurde
mittels semiquantitativer PCR ermittelt. Die Proben wurden zum Zeitpunkt O und nach 24, 48 und 72 Stunden
nach Beginn der Hormonbehandlung entnommen. Die -Kasein-Bande nimmt im Verlauf der Behandlung zu,
wodurch auf eine erfolgreiche Differenzierung geschlossen werden kann. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin
verwendet.

3.1.2 Autophagie in HC11-Zellen

3.1.2.1 Methoden zur Induktion von Autophagie

Es gibt verschiedene Methoden, in Zellen Autophagie zu stimulieren. Eine Moéglichkeit besteht darin,
den Zellen Nahrstoffe, insbesondere Aminosduren, zu entziehen (Mitchener et al.,, 1976). In der
Zellkultur ist das moglich, indem die Zellen an Stelle von Vollmedium, mit Earle's balanced salt
solution (EBSS) oder Hank's balanced salt solution (HBSS) behandelt werden. Hierbei handelt es sich
um salzhaltige Puffer, die keine Aminosduren enthalten. Um festzustellen, welches der beiden
Hungermedien zur Induktion von Autophagie in HC11-Zellen besser geeignet ist, wurden die Zellen in
Lab-Tek®s kultiviert und fir sechs Stunden mit EBSS, HBSS und normalem Ndhrmedium mit und ohne
lysosomale Inhibitoren inkubiert. Zur Beurteilung der Ausbildung von Autophagosomen, wurde das

Autophagie-Markerprotein LC3 immunozytochemisch angefarbt.
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Zellen, die in normalem Ndhrmedium inkubiert wurden, zeigten eine weitgehend homogene LC3-
Farbung im zytoplasmatischen Raum, welche um den Zellkern teilweise intensiver erschien
(Abbildung 3.1-2a). Man sah vereinzelt LC3-Punkte, wobei diese bei Zusatz von Inhibitoren vermehrt
auffindbar (Abbildung 3.1-2d) waren. Zellen, die in EBSS inkubiert wurden, zeigten eine deutliche
Zunahme LC3-positiver Punkte (=LC3-Punkte) im Vergleich zu Zellen, die mit Medium inkubiert
wurden. Die Punkte fanden sich lber das ganze Zytoplasma verteilt. Dies war sowohl mit, als auch
ohne Zusatz von Inhibitoren der Fall (Abbildungen 3.1-2 b+e).

Mit HBSS behandelte Zellen zeigten ein stark verschmalertes, teilweise sogar gar kein Zytoplasma und
wirkten abgerundet im Vergleich zu den Zellen, die mit Vollmedium inkubiert wurden. Auch hier lieR
sich eine Zunahme der LC3-Punkte, im Vergleich zur Medium-Bedingung, vor allem kernnah,
erkennen. Dies galt sowohl fiir Zellen, die mit, als auch fiir die, die ohne Inhibitoren behandelt
wurden. Allerdings erschien die autophagische Aktivitat dieser Zellen durch das schmale Zytoplasma

schlechter beurteilbar, als bei den mit EBSS stimulierten Zellen.

Volimedium EBSS HBSS

ST
10 pm

- Inhibitoren

+ Inhibitoren

Abbildung 3.1-2: Autophagie-Induktion durch EBSS und HBSS. HC11-Zellen wurden in Lab-Tek®s jeweils fir 6h
mit Vollmedium (a + d), EBSS (b + e) und HBSS (c + f), mit (d — f) und ohne lysosomale Inhibitoren (a — c),
inkubiert. Die LC3-Farbung erfolgte durch einen spezifischen Antikorper und einen fluorezenzmarkierten
Sekundarantikorper (griin). Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33258 gegengefarbt (blau). Die weifen Pfeile
zeigen beispielhaft auf LC3-Punkte, die Pfeilspitzen auf den schmalen Zytoplasmasaum der in HBSS inkubierten
Zellen.

Weiterhin ldsst sich auch unabhangig von der Nahrstoffsituation der Zelle durch Rapamycin
Autophagie induzieren (Noda and Ohsumi, 1998 ; siehe Abschnitt 1.1.2a). Deshalb wurden in einem

weiteren Versuch Zellen in LabTek®s mit unterschiedlichen Konzentrationen (100nM, 150nM und
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200nM) Rapamycin und Kontrollzellen mit der entsprechenden Konzentration DMSO fiir drei Stunden
inkubiert.

Es fiel auf, dass bereits Zellen, die in Vollmedium inkubiert wurden einige LC3-Punkte aufwiesen
(Abbildung 3.1-3a+c). Hierbei kdnnte es sich zusatzlich zur basalen autophagischen Aktivitdt der
Zellen eventuell um einen Effekt des DMSO handeln. Kontrollzellen, die zuséatzlich mit lysosomalen
Inhibitoren inkubiert wurden, zeigten teilweise vor allem in der Néhe des Zellkerns etwas mehr LC3-
Punkte, als in der Bedingung ohne Inhibitoren. Wie in Abbildung 3.1-3b und d zu sehen ist, nahm die
Anzahl der LC3-Punkte durch die Behandlung mit Rapamycin kaum zu. In den Zellen, die mit
verschiedenen Rapamycin-Konzentrationen behandelt wurden, lieBen sich keine Unterschiede
bezlglich der autophagischen Aktivitat feststellen (nicht dargestellt). Auch unter der Bedingung
Rapamycin mit Inhibitoren war die Anzahl der LC3-Punkte im Vergleich zur Kontrolle nicht erhdht

(Abbildung 3.1-3d).

Vollmedium Rapamycin

|
10pm

- Inhibitoren

+ Inhibitoren

Abbildung 3.1-3: Autophagie-Induktion durch Rapamycin. HC11-Zellen wurden in LabTek®s jeweils fiir 3h mit
unterschiedlichen Konzentrationen Rapamycin (dargestellt nur 150nM (b + d)), sowie als Kontrolle in
Vollmedium mit DMSO (a + c), jeweils mit (c + d) und ohne Inhibitoren (a + b), inkubiert. Die LC3-Farbung
erfolgte durch einen spezifischen Antikérper und einen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper (griin). Die
Zellkerne wurden mit Hoechst 33258 gegengefarbt. Die weiRen Pfeile zeigen beispielhaft auf LC3-Punkte.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass HBSS und Rapamycin zum Studium der Autophgie in
HC11-Zellen nicht geeignet erscheinen. Da sich die Zunahme der LC3-Punkte und damit auch der
Anstieg der autophagischen Aktivitdt in Zellen, die mit EBSS stimuliert wurden, am besten
beobachten liel}, wurde dieses fiir alle Experimente der folgenden Arbeit zur Autophagie-Induktion

verwendet.
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3.1.3 Genexpresionsanalysen in Zellen, die mit EBSS stimuliert wurden

Um nachvollziehen zu kdénnen, ob die Stimulation von Autophagie durch EBSS selbst bereits einen
Einfluss auf die Expression verschiedener Gene hat, wurden Zellen wie in Abschnitt 2.2.2.1
beschrieben kultiviert und anschlieRend fiir 24 Stunden mit EBSS stimuliert. Es wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 1, 3, 6, 9, 12 und 24 Stunden) Proben gewonnen, RNA daraus
isoliert und cDNA hergestellt, welche mittels gPCR analysiert werden konnte. Die qPCR-Rohdaten
wurden nach der AACT-Methode ausgewertet (Livak and Schmittgen, 2001; siehe Abschnitt 2.3.5). Als
Kontrolle dienten Zellen, die zum Zeitpunkt O vor der Zugabe von EBSS geerntet wurden. Die in dieser
Kontroll-Bedingung gemessene Expression eines Gens wurde mit 1 gleichgesetzt und die ermittelten
Expressionen in allen anderen Bedingungen mit diesem verglichen und als die n-fache Expression
dieses Gens dargestellt. Es wurden drei unabhangige Experimente durchgefihrt.

Zuerst sollte gezeigt werden, dass die Zellen in diesem Experiment erfolgreich zur Autophagie
stimuliert wurden. Dazu wurde die Expression einiger Autophagie-assoziierter Gene untersucht. Da
sich in den HC11-Zellen nicht alle Atg-Gene durch EBSS induzieren lieRen, sind hier beispielhaft nur
Atg9b und Atg 10 dargestellt.
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Abbildung 3.1-4: Atg9b- und Atg10-Expression im zeitlichen Verlauf nach Stimulation mit EBSS. HC11-Zellen
wurden fir 1-24 h in EBSS inkubiert. In drei unabhangigen Experimenten wurden zu den gezeigten Zeitpunkten
Zellen geerntet. In der Abbildung wurden der Mittelwert, sowie die Standartabweichung der biologischen
Replikate dargestellt. Die Signifikanzen wurden in einer einfaktoriellen ANOVA-Analyse mit anschlieRendem
Tukey-Posttest ermittelt. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternen markiert. ***: p <0,001, **: p <0,01, *:
p <0,05. In Graph a) beziehen sich die durch Sterne markierten Unterschiede auf die Kontrolle (Oh), in Graph b)
ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Kontrolle, wohl aber innerhalb der
spaterern Zeitpunkte.

Bei Atg9 handelt es sich um ein Transmembranprotein, das vor allem bei der Bildung der Phagophore
eine wichtige Rolle spielt (Zavodszky et al., 2013; siehe Abschnitt 1.1.1.4). In Abbildung 3.1-4 a sieht

man, wie die Expression von Atg9b durch die zunehmende Inkubationsdauer mit EBSS kontinuierlich
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anstieg und nach 24 Stunden beinahe den Faktor 4 erreichte. Allerdings wurde Atg9b in den Zellen
insgesamt nur sehr schwach exprimiert. Atgl0 ist Bestandteil des Ubiquitin-ahnlichen
Konjugationssystems in dem Atg12 auf Atg5 Ubertragen wird (Shintani et al., 1999; siehe Abschnitt
1.1.1.5). In Abbildung 3.1-4 b ist zu erkennen, dass in den ersten zwolf Stunden der EBSS-Behandlung
die Atg10-Expression anfangs (bis nach sechs Stunden) leicht abnahm und nach zwolf Stunden in
etwa wieder auf den Ausgangswert zuriickkehrte. Nach 24 Stunden stieg die Expression von Atg 10
auf das Zweifache an. Auch die Expression von Atg5 im Zeitverlauf wurde in diesem Experiment
untersucht (nicht dargestellt), allerdings lies sich keine Induktion durch EBSS feststellen.

Da in dieser Arbeit der Einfluss des Transkriptionsfaktors Miz1 auf den Prozess der Autophagie
untersucht werden soll, stellt sich zuerst die Frage ob sich die Expression von Miz1 durch die
Stimulation mit EBSS verandert. Bereits in Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe (Oppenheimer, 2009;
Webert, 2011; Berliner 2012) gab es Hinweise, dass sich in MEFs und in der Rattenpankreas-Zellinie
AR4-2J die Expression von Miz1 erhoht, wenn diese Zellen fiir sechs Stunden mit EBSS behandelt
werden. Es sollte nun untersucht werden, ob sich diese Beobachtungen auch in HC11-Zellen

reproduzieren lassen und wie sich die Miz 1-Expression im zeitlichen Verlauf darstellt.
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Abbildung 3.1-5: Miz1-Expression im zeitlichen Verlauf nach Stimulation mit EBSS. HC11-Zellen wurden fiir 1-
24h in EBSS inkubiert. In drei unabhangigen Experimenten wurden zu den gezeigten Zeitpunkten Zellen
geerntet. In der Abbildung wurden der Mittelwert, sowie die Standartabweichung der biologischen Replikate
dargestellt. Die Signifikanzen wurden in einer einfaktoriellen ANOVA-Analyse mit anschlieBendem Tukey-
Posttest ermittelt. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternen markiert. ***: p <0,001, **: p <0,01, *: p
<0,05.

In den HC11-Zellen zeigte sich in diesem Experiment kein Anstieg der Miz1-Expression nach sechs und
auch nicht nach zwoélf Stunden, wohl aber ein leichter Anstieg nach 24 Stunden auf das in etwa 1,7
fache (siehe Abb. 3.1-5).

Da der Transkriptionsfaktor Myc ein wichtiger Interaktionspartner von Miz1 ist, wurde im selben

Experiment auch die Expression von diesem Gen gemessen.
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Die Expression von Myc fiel in den ersten drei Stunden auf das circa 0,7-fache ab, stieg dann aber
zwischen drei und sechs Stunden auf das Doppelte an und erreichte nach 24 Stunden einen
durchschnittlichen Hochstwert von ungefahr 4-fach (siehe Abb. 3.1-6). Die relativ hohen
Standartabweichungen bei den 6-, 9-, 12- und 24-Stunden-Werten ergeben sich dadurch, dass in
einem der drei Experimente die Expression von Myc erst zwischen 12 und 24 Stunden induziert wurde
und von dem 0,89-fachen auf das 4,3-fache anstieg. Moglicherweise haben ungewollte
Veranderungen, wie z.B. dichter gewachsene Zellen bei Beginn der Stimulation zu diesem Ergebnis
geflihrt. In dieser Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass in HC11-Zellen die Genexpression von
Myc in wachsenden Zellen hochreguliert ist, wohingegen es in konfluenten Zellen herunterreguliert

ist.

Myc

[ Medium
ZZ EBSS
44

relative Genexpression

=N

A
A S S S

Abbildung 3.1-6: Myc-Expression im zeitlichen Verlauf nach Stimulation mit EBSS. HC11-Zellen wurden fiir 1-
24h in EBSS inkubiert. In drei unabhangigen Experimenten wurden zu den gezeigten Zeitpunkten Zellen
geerntet. In der Abbildung wurden der Mittelwert, sowie die Standartabweichung der biologischen Replikate
dargestellt. Die Signifikanzen wurden in einer einfaktoriellen ANOVA-Analyse mit anschlieBendem Tukey-
Posttest ermittelt. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternen markiert. ***: p <0,001, **: p <0,01, *: p
<0,05. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Kontrolle, wohl aber
innerhalb der spaterern Zeitpunkte. Bei der mit dem roten Dreieck markierten Sdule wurde wegen einer
fehlerhaften Messung in einem Experiment der Wert eines technischen Replikats ausgeschlossen.

AuRerdem wurde die Expression von Cdknla unter EBSS-Einfluss im Zeitverlauf untersucht. Cdknla
kodiert fir das Protein p21°"*, welches durch seine inhibierende Wirkung wesentlich an der Kontrolle
des Zellzyklus beteiligt ist. Die Expression von Cdknla wird durch die Interaktion von Myc und Miz1
gehemmt (Herold et al., 2002; siehe Abschnitt 1.2.2.2). Unter der Behandlung der Zellen mit EBSS
zeigte die Expression von Cdknla einen bogenférmigen Verlauf (siehe Abb. 3.1-7). Zunachst nahm sie
zu und erreichte ihre maximale Induktion von circa 2,5-fach zwischen drei und sechs Stunden. Danach
fiel sie wieder leicht ab und pendelte sich zwischen 12 und 24 Stunden auf Werten von etwa 2-fach

ein.
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Abbildung 3.1-7: Cdknla-Expression im zeitlichen Verlauf nach Stimulation mit EBSS. HC11-Zellen wurden fir
1-24h in EBSS inkubiert. In drei unabhdngigen Experimenten wurden zu den gezeigten Zeitpunkten Zellen
geerntet. In der Abbildung wurden der Mittelwert, sowie die Standartabweichung der biologischen Replikate
dargestellt. Die Signifikanzen wurden in einer einfaktoriellen ANOVA-Analyse mit anschlieBendem Tukey-
Posttest ermittelt. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternen markiert. ***: p <0,001, **: p <0,01, *: p
<0,05. Die durch die Sterne markierten Unterschiede beziehen sich auf die Kontrolle (Oh).

Anstelle von Kontroll-Proben, die jeweils fiir die gleiche Zeit wie die in EBSS behandelten Proben in
normalem Ndhrmedium inkubiert wurden, wurde hier immer mit einer Kontroll-Probe, die zum
Zeitpunkt 0, also vor der Zugabe des EBSS, gewonnen wurde, verglichen. Das geschah deshalb, weil
beobachtet wurde, dass Zellen, die mit EBSS behandelt wurden, mit Beginn der Behandlung
aufhorten zu wachsen. Im Unterschied dazu wuchsen die Zellen, die in Medium inkubiert wurden
innerhalb der 24 Stunden nattrlich normal weiter und waren nach Ablauf der Inkubationszeit beinahe
konfluent. Da sich durch die Zunahme der Konfluenz der Zellen in Nahrmedium Unterschiede in der
Expression mancher Gene ergeben, kdnnen beim Vergleich zu den deutlich weniger konfluenten

Zellen in EBSS (siehe Abbildung 3.1-8) Fehler entstehen.

b)

Abbildung 3.1-8: Zell-Wachstumsvergleich zwischen Vollmedium- und EBSS-Behandlung. HC11-Zellen wurden
bei gleicher Ausgangskonfluenz zum einen fiir 24h mit normalem Nahrmedium (a) und zum anderen fiir die
gleiche Zeit mit EBSS (b) inkubiert.

Um zu zeigen, wie sich die Zunahme der Konfluenz der Zellen auf die Expression mancher Gene
auswirkt, wurde ein weiteres Experiment durchgefiihrt. Da die Dichte von Zellen, die in normalem

Ndahrmedium wachsen, innerhalb von 24 Stunden stark zunimmt, wurden fiir dieses Experiment

63



3 Ergebnisse

weniger dicht gewachsene Zellen (ca. 40-50% Konfluenz) als im obigen Experiment (ca. 80-90%
Konfluenz) verwendet. Bei gleicher Ausgangskonfluenz wurden die Zellen dann zum einen mit
Vollmedium und zum anderen mit EBSS inkubiert. Sowohl nach sechs als auch nach 24 Stunden
wurden von beiden Bedingungen Zellen geerntet und RNA isoliert. Da dieses Experiment nur zweimal
durchgefiihrt wurde, sind im Folgendem jeweils die Ergebnisse der beiden Experimente
nebeneinander dargestellt. In diesem Experiment wurde die Expression eines Gens in der Probe, die
aus Zellen, die sechs Stunden in normalem Nahrmedium gewachsen waren, gleich 1 gesetzt und alle
anderen gemessenen Werte mit diesem verglichen und als n-fache Expression dieses Gens
dargestellt.

Die Expression von Atg9b stieg in beiden Versuchen durch die Behandlung mit EBSS innerhalb von
sechs Stunden auf das in etwa 3-fache an und fiel bis zur 24 Stunden-Messung wieder ab. In Zellen,
die in Medium wuchsen zeigte sich in beiden Experimenten eine minimale Herunterregulation der

Expression von Atg 9b zwischen sechs und 24 Stunden (siehe Abb. 3.1-9 a).
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Abbildung 3.1-9: Atg9b- und Atg 10-Expression nach Inkubation in EBSS bzw. in Medium nach 6 und 24h.
HC11-Zellen wurden fiir 6 und 24 h in EBSS oder Vollmedium inkubiert. Dargestellt sind jeweils die Ergebnisse
der beiden unabhangigen Experimente.

Die Expression von Atg 10 liel8 sich in diesem Experiment durch EBSS nach sechs Stunden nur leicht
induzieren und fiel nach 24 Stunden wieder leicht ab. Auffaillig war, dass die Expression von Atg10
auch in Medium nach 24 Stunden anstieg und in Versuch 2 sogar hohere Werte erreichte als in EBSS-
Konditionen (siehe Abb. 3.1-9 b).

Bei den Messungen von Miz 1 fiel auf, dass in beiden Versuchen die Expression von Miz 1 bereits nach
sechs Stunden auf Uber das Doppelte anstieg und nach 24 Stunden wieder in etwa auf den
Ausgangswert abfiel (siehe Abb. 3.1-10). Scheinbar ldsst sich in weniger konfluenten Zellen die
Expression von Miz 1 durch EBSS schneller und starker induzieren, als in dichter gewachsenen Zellen.

Zellen, die in Medium wuchsen, zeigten keine Veranderung der Miz1-Expression im Zeitverlauf.
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Abbildung 3.1-10: Miz1-Expression nach Inkubation in EBSS bzw. in Medium nach 6 und 24h. HC11-Zellen
wurden fir 6 und 24h in EBSS oder Vollmedium inkubiert. Dargestellt sind jeweils die Ergebnisse der beiden
unabhdngigen Experimente.

Die mRNA-Level von Myc stiegen in Versuch 1 unter EBSS-Behandlung kontinuierlich auf Werte von
ca. 8-fach, in Versuch 2 stiegen sie zundchst bis sechs Stunden in etwa gleichermalien an, fielen dann
aber bis nach 24 Stunden wieder leicht ab (siehe Abb. 3.1-11). Die Werte sind in beiden Experimenten
hoher als im obigen Experiement, so dass auch hier angenommen werden kann, dass sich auch die
Expression von Myc in weniger konfluenten durch EBSS starker induziernen lasst. Die Zellen, die in
normalem Ndhrmedium gewachsen waren, zeigten ebenfalls einen Anstieg der Myc-Expression auf

circa das Doppelte.
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Abbildung 3.1-11: Myc-Expression nach Inkubation in EBSS bzw. in Medium nach 6 und 24h. HC11-Zellen
wurden fir 6 und 24h in EBSS oder Vollmedium inkubiert. Dargestellt sind jeweils die Ergebnisse der beiden
unabhdngigen Experimente.

Die Expression von Cdknla stieg in beiden Versuchen unter EBSS-Einfluss innerhalb von sechs
Stunden um das 3-4-fache an und fiel dann zwischen sechs und 24 Stunden wieder ab, in Versuch2
sogar auf den Ausgangswert. Diese Beobachtungen deckten sich mit denen des obigen Experiments
(vergleiche Abbildung 3.1-7 und 3.1-12). Zellen, die in Ndhrmedium wuchsen, zeigten keine

Expressionsunterschiede im zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 3.1-12: Cdknla-Expression nach Inkubation in EBSS bzw. in Medium nach 6 und 24h. HC11-Zellen
wurden fur 6 und 24h in EBSS oder Vollmedium inkubiert Dargestellt sind jeweils die Ergebnisse der beiden
unabhdngigen Experimente.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Expression von Atg9b, Atg10, Miz1, Myc und
Cdknla in HC11-Zellen durch EBSS positiv reguliert wird. Die Induzierbarkeit der Expression von Miz 1
und Myc durch EBSS ist wohl abhangig von der Konfluenz der Zellen zu Versuchsbeginn und lief sich
in weniger konfluenten Zellen stirker induzieren, als in dicht Gewachsenen. Die Anderung der
Zelldichte im Zeitverlauf unter Wachstumsbedingungen in normalem Ndhrmedium beeinflusst in
diesen Zellen die Expression von Myc, Atg 10 und Atg 9b. Myc und Atg 10 wurden im zeitlichen Verlauf
starker expremiert, wohingegen Atg9b leicht herunterreguliert wurde. Um statistische Aussagen
treffen zu kénnen, misste das Experiment noch mindestens ein drittes Mal wiederholt werden.
Weiterhin ware es intressant gewesen, eine Probe zum Zeitpunkt O, vor der Induktion von
Autophagie, zu entnehmen, um zu sehen, ob sich in der Zeitspanne zwischen 0 und sechs Stunden

Expressionsunterschiede ergeben.

3.1.4 Darstellung der Mizl-Expression auf Proteinebene in Zellen, die mit
EBSS stimuliert wurden

Um zu Uberprifen, ob sich der Effekt von EBSS auf die Expression von Miz1 auch auf Proteinebene
bemerkbar macht, wurden erneut Zellen fiir 24 Stunden in EBSS inkubiert. Vor Zugabe des EBSS, also
zum Zeitpunkt 0, sowie nach 1, 3, 6, 9, 12 und 24 Stunden wurden Gesamtzelllysate gewonnen. Diese
wurden mittels SDS-Page aufgetrennt. AnschlieBend erfolgte die Detektion von Miz1 mit Hilfe eines
spezifischen Antikdrpers und einem HRP-gekoppeltem Sekundarantikorper im Immunblot (siehe
Abschnitt 2.4). Mit dem hier verwendeten Antikorper lasst sich Miz1 als eine ungefdahr 75kDa grolRe

Bande darstellen.
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Vergleicht man die Proteinbanden in Abbildung 3.1-13 untereinander und zur Ladekontrolle, fand sich
eine leichte Zunahme von Miz1 zwischen 0 und einer Stunde. Die Ubrigen Miz 1-Banden zeigten sich
in etwa gleich stark, wobei zwischen 12 und 24h erneut ein schwacher Anstieg des Miz1-Proteins zu

verzeichnen war.

Oh 1h 3h 6h Sh 12h 24h
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Abbildung 3.1-13: Darstellung von Miz1 nach EBSS-Behandlung im Westernblot. HC11-Zellen wurden fir 1-
24h in EBSS inkubiert und zu den gezeigten Zeitpunkten geerntet. In einem 8%igen SDS-Gel wurden jeweils
50ug des Gesamtzelllysats aufgetrennt und danach auf eine PVDF-Membran geblottet. Mit Hilfe eines
spezifischen Primarantikdrpers gegen Miz1l und eines HRP-gekoppelten Sekundéarantikérpers wurde Mizl
nachgewiesen. Fir die Ladekontrolle wurde ein spezifischer Primarantikorper gegen Tubulin verwendet. Unter
den Blots ist die densitometrische Signalstarke der Mizl-Banden als n-fache Induktion im Vergleich zum
Zeitpunkt Oh dargestellt.

Vielleicht wiirde sich auf Proteinebene eine deutlichere positive Regulation von Miz1 zeigen, wenn
die Zellen noch langer als 24 Stunden in EBSS inkubiert worden waren oder weniger dicht

gewachsene Zellen fiir den Versuch verwendet worden wéren.

3.1.5 Infektion von HC11l-Zellen mit Myc-, MycVD-, Mizl-, shMizl-,
pBABEpuro- und shScr-Vektoren

Um den Einfluss von Miz1 auf Autophagie nun etwas genauer untersuchen zu kénnen, wurden HC11-
Zellen mit verschiedenen Konstrukten retroviral infiziert. Der direkte Einfluss von Miz1 sollte zum
einen in Zellen, die permanent Miz1 Uberexprimieren, und zum anderen in einer stabilen Miz1-
Knockdown-Zelllinie untersucht werden. Die stabile Suppression von Miz1 wurde durch short hairpin-
RNA-Interferenz erreicht. Durch die Uberexpression von Myc und MycVD (=MycV394D) konnte
untersucht werden, ob die Interaktion zwischen Miz1l und Myc fir den autophagischen Prozess
wichtig ist. MycVD unterscheidet sich von normalem Myc durch eine Punktmutation, die zur Folge
hat, dass im Myc-Protein an Position 394 die Aminosaure Aspartat durch Valin ersetzt ist. Das fuhrt
dazu, dass Miz1 nicht mehr an Myc binden kann, wobei aber die biologische Aktivitdt von Myc als
Transkriptionsfaktor trotzdem erhalten bleibt (Herold et al., 2002). Bei den pBABEpuro- und
pBABEshScr-Vektoren handelt es sich um Kontrollvektoren. Die bereits infizierten Zellen wurden

groBtenteils freundlicherweise von Adrian Sanz Moreno (AG Elsdsser) zur Verfiigung gestellt.
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3.1.5.1 Uberpriifung der Konstrukte auf Proteinebene

Fir die Uberpriifung der Konstrukte wurden nach Abschluss der Selektion dreimal jeweils nach dem
Passagieren der infizierten Zellen, Gesamtzelllysate hergestellt und mittels SDS-Page aufgetrennt.
Durch spezifische Antikdrper gegen Miz1l und Myc sollte nachgewiesen werden, ob die Infektion

erfolgreich war.

Abbildung 3.1-14: Miz1l- und Myc-Expression nach
retroviraler Infektion. HC11-Zellen wurden mit den
dargestellten Konstrukten retroviral infiziert.
Tubulin | AnschlieBend wurden Gesamtzelllysate gewonnen und in
einem 8%-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Mit
spezifischen Primarantikorpern gegen Miz1 (b) und Myc
(a) und einem HRP-gekoppelten Sekundarantikorper
wurden die jeweiligen Proteine nachgewiesen. Als
Ladekontrolle wurde ein spezifischer Priméarantikérper
gegen Tubulin verwendet.

Tubulin
b)

Die Uberexpression von Myc und MycVD lieR sich im Westernblot gut darstellen (sieche Abbildung 3.1-

14 a). Beide Konstrukte wurden in etwa gleich stark exprimiert. Auch die Uberexpression von Miz1

konnte gezeigt werden. Der Mizl-Knockdown lief sich auf Proteinebene allerdings nicht

nachvollziehen (siehe Abbildung 3.1-14 b).

3.1.5.2 Uberpriifung der Konstrukte auf RNA-Ebene

Gemeinsam mit den Protein-Proben wurden auch Proben fir RNA-Untersuchungen genommen. Da
auf Proteinebene der Miz1-Knockdown nicht sichtbar war, wurde die Expression der mRNA
gemessen. Dazu wurden Primer flir murines Miz 1 verwendet (siehe Abb. 3.1-15). Im Vergleich zu den
shScr-Zellen zeigten die shMizl-Zellen einen durchschnittlichen Miz1-Knockdown von 30%. Dieser
Knockdown ist vermutlich zu schwach, um eine Suppression von Miz1 auf Proteinebene zu bewirken.
Das ist bei der Bewertung der folgenden Experimente zu beriicksichtigen.

Die relative Uberexpression von Miz1, Myc und MycVD lieR sich auf RNA-Ebene nicht berechnen, da
es sich bei den Konstrukten jeweils um humane Sequenzen handelt, die in murinen Zellen
iberexprimiert wurden. Daher wurde nur die Uberexpression von Miz1 mit Hilfe von Primern fiir
humanes Mizl, auf RNA-Ebene analysiert. Da humanes Mizl in Mauszellen natirlicherweise nicht

vorkommt, ldsst sich fiir die Kontrollbedingung kein ACt und somit auch keine relativen
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Expressionsunterschiede zwischen Kontrolle und der Uberexpressionsbedingung berechnen. Die ACt-

Werte fir humanes Miz1 betrug in den tGberexprimierenden Zellen im Durchschnitt 3.92.

Miz1

Abbildung 3.1-15: Miz1-Genexpression in Miz1-Knockdown-Zellen.
HC11 Zellen wurden mit short-hairpin-RNA gegen Miz 1, sowie einem
short-hairpin-Scrambled-Konstrukt als Kontrolle infiziert. Nach
Selektion der Zellen durch Puromycin wurde in Abstdnden von ca.
finf Tagen dreimal RNA isoliert, aufgereinigt und in cDNA
umgeschrieben. Um die permanente Suppression von Mizl
nachzuweisen, wurde die cDNA mittels Realtime-PCR analysiert. In
der Abbildung sind der Mittelwert und die Standartabweichung der 3
biologischen Replikate dargestellt.

relative Genexpression

3.1.5.3 Uberpriifung der Myc und MycVD-Konstrukte

Im Westernblot (sieche Abbildung 3.1-14a) konnte die Uberexpression von Myc und MycVD zwar
gezeigt werden, allerdings lief8 sich mit einem Antikérper gegen Myc nicht erkennen, ob es sich um
Myc oder die Mutante MycVD handelte. Deswegen wurde ein Restriktionsverdau der fiir Myc
kodierenden DNA-Sequenz vorgenommen, um die Punktmutation der Myc-Mutante nachzuweisen.
Dazu wurde mittels PCR eine kurze Sequenz des humanen Myc- bzw MycVD-Plasmids, welche die
Stelle der Punktmutation enthalt, amplifiziert. Fir den Verdau wurden die Enzyme Cla-l und EcoR-V
eingesetzt. Cla-1 erkennt eine Schnittstelle, die nur in der humanen Myc-Sequenz vorkommt. Dadurch
konnte bewiesen werden, dass es sich bei der amplifizierten Sequenz nicht um endogenes Myc
handelt. Durch die Punktmutation des MycVD-Plasmids entsteht im Vergleich zum normalen Myc-
Plasmid eine neue Schnittstelle, die durch das Restriktionsenzym EcoR-V erkannt wird.

Die Sequenz, die durch die Primer amplifiziert wurde, war 698 bp grofR und wurde sowohl in der Myc-
als auch in der MycVD-Probe durch Inkubation des Amplikons ohne Enzyme kontrolliert (siehe
Abbildung 3.1-16: die beiden rechten Banden). Fir beide Konstrukte konnte gezeigt werden, dass es
sich um humane Myc-Sequenzen handelte, da durch die Inkubation mit Cla-I die erwarteten
Fragmente entstanden (siehe Abbildung 3.1-16: die beiden linken Banden).

Durch den Verdau mit EcoR-V wurde die Punktmutation nachgewiesen. In der Mutante MycVD war
die zusatzliche Schnittstelle vorhanden, wodurch im Unterschied zum Verdau der normalen Myc-
Sequenz (nur ein Fragment, 698bp), zwei kleinere Fragmente (601 und 100bp) gebildet wurden
(siehe Abbildung 3.1-16: die beiden mittleren Banden).
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Abbildung 3.1-16: Kontrolle des Myc- und MycVD-Plasmids. HC11-Zellen wurden mit dem Myc- und dem
MycVD-Konstrukt retroviral infiziert. Aus den infizierten Zellen wurde RNA gewonnen, die anschliefend in cDNA
umgeschrieben wurde. Eine kurze Sequenz des humanen Myc-Gens wurde amplifiziert und danach durch
Restriktionsenzyme verdaut. Die dabei entstandenen DNA-Fragmente wurden dann in einem 1%-Agarosegel
aufgetrennt.

3.1.5.4 Induktion der Autophagie durch EBSS

Nach erfolgreicher Infektion der Zellen, sollte nun im Folgenden untersucht werden, ob sich
Unterschiede in der Bildung von LC3-Punkten nach Autophagie-Induktion durch EBSS ergeben. Dafir
wurden die mit den verschiedenen Konstrukten infizierten Zellen in drei unabhangigen Experimenten
in LabTek®s ausgesat und fiir sechs Stunden, jeweils mit und ohne Zugabe von Inhibitoren, mit EBSS
stimuliert. Anschlieend wurden die Zellen fixiert und mit einem spezifischen Antikérper gegen LC3
und einem Fluoreszenz-markiertem Sekundarantikérper angefarbt. Durch Auszdhlung der LC3-Punkte
in den Zellen sollte die autophagische Aktivitdt der verschiedenen Zellinien analysiert werden. In
Abbildung 3.1-17 ist die autophagische Aktivitdt unbehandelter Zellen dargestellt. Da die Zellen nicht
zur Autophagie stimuliert wurden, zeigten die Zellen ein weitgehend homogen griin geférbtes
Zytoplasma mit vereinzelten LC3-Punkten. Diese spiegelten die basale autophagische Aktivitat der
Zellen wieder. Morphologisch unterschieden sich auf den ersten Blick nur die Myc-Zellen von den
Ubrigen (Abb. 3.1-17c). Sie fielen durch einen vergleichsweise groRen Zellkern und ein verbreitertes
Zytoplasma, sowie seitliche Auslaufer, auf. Um die autophagische Aktivitdt dieser Zellen zu
quantifizieren, wurden fir jede Kondition die LC3-Punkte pro Zelle in insgesamt 100 Zellen je

Experiment ausgezahlt.
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Abbildung 3.1-17: Darstellung der autophagischen Aktivitat in Zellen, die mit den Miz1-, shMizl-, Myc-,
MycVD-, shScr- und pBABEpuro-Konstrukten infiziert wurden, nach Inkubation in Vollmedium. HC11-Zellen,
die mit den dargestellten Konstrukten stabil infiziert waren, wurden in Lab-Tek®s fiir 6h in normalem Medium
ohne lysosomale Inhibitoren inkubiert (a-f). Die LC3-Farbung erfolgte durch einen spezifischen Antikorper und
einen fluorezenzmarkierten Sekundarantikorper (grin). Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33258 gegengefarbt
(blau). Die weiRen Pfeile zeigen beispielhaft auf LC3-Punkte. Die Pfeilspitze zeigt beispielhaft auf eine Myc-Zelle
mit vergleichsweise groRem Zellkern, verbreitertem Zytoplasma und Auslaufern (c).

In der Auszahlung der LC3-Punkte ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in den
verschiedenen Zellen (siehe Abbildung 3.1-18). Die meiste autophagische Grundaktivitdt zeigten
Zellen, die mit dem Myc-Konstrukt infiziert waren. In Zellen die MycVD Uberexprimierten, waren
hingegen genauso viele LC3-Punkte zu finden, wie in Kontrollzellen (pBABEpuro). Auch Zellen die

Miz 1 Uberexprimierten zeigten eine leicht erhéhte basale autophagische Aktivitat. Zwischen Zellen in
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denen Miz1 durch sh-RNA herunterreguliert war und den entsprechenden Kontrollzellen (ShScr)

zeigten sich keine Unterschiede.

Medium
8- B -
n.s.
2 o 2 2
E 64 2 E 6 E 64 n.s.
g g g
ko) Qo n.s. )
-§ 4 -§ 4 I T -§ 4
o a Q
™ o) ™
Q [¢] Q
-~ 24 ~ 2- ~ 24
0- 3 o o 04 : 3
O Q ]
& & & ) ) o Y
& N & ¢ E
K o 3
Q 2
Q Q
a) b) c)

Abbildung 3.1-18: Quantifizierung der autophagischen Aktivitat von Zellen, die mit den Miz1-, shMiz1-, Myc-,
MycVD-, shScr- und pBABEpuro-Konstrukten infiziert wurden, nach Inkubation in Vollmedium. In drei
unabhdngigen Experimenten wurden die in Abbildung 3.1-17 gezeigten LC3-Punkte in je 100 Zellen pro
Kondition ausgezahlt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standartabweichung. Die Signifikanzen wurden
beim Vergleich zweier Bedingungen (a + c), mittels Studenten-T-Test und beim Vergleich von mehr als zwei
Bedingungen (b) mittles einfaktorieller ANOVA-Analyse mit anschlieBendem Bonferroni-Posttest ermittelt.

Weiterhin sollte untersucht werden, wie sich der Einsatz lysosomaler Inhibitoren auf die Anzahl von
LC3-Punkten bei sechsstiindiger Inkubation in Vollmedium auswirkt (siehe Abb. 3.1-19). Da auch hier
keine Autophagie induziert wurde, fand sich ebenfalls ein weitgehend homogen griines Zytoplasma
mit vereinzelten LC3-Punkten. Auch hier fielen die langen Ausldufer der Myc-Zellen auf (Abb. 3.1-

19c).
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Abbildung 3.1-19: Darstellung der autophagischen Aktivitdt in Zellen, die mit den Miz-1, shMizl1l-, Myc-,
MycVD-, shScr- und pBABEpuro-Konstrukten infiziert wurden, nach Inkubation in Vollmedium mit
Inhibitoren. HC11-Zellen, die mit den dargestellten Konstrukten stabil infiziert waren, wurden in Lab-Tek®s fiir
6h in normalem Medium mit lysosomalen Inhibitoren (E-64d und Pepstatin A, je 10 pg/ml) inkubiert (a — f). Die
LC3-Farbung erfolgte durch einen spezifischen Antikdrper und einen fluorezenzmarkierten Sekundarantikérper
(griin). Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33258 gegengefarbt (blau). Die weilen Pfeile zeigen beispielhaft auf
LC3-Punkte. Die Pfeilspitzen zeigen beispielhaft auf Myc-Zellen mit vergleichsweise groRem Zellekern,
verbreitertem Zytoplasma und Auslaufern (c).

In der Auszdhlung der LC3-Punkte zeigten sich die gleichen Tendenzen wie in Zellen die nur mit
Medium behandelt wurden. Auch hier fielen Zellen, die Myc (iberexprimierten und in geringerem

Ausmal} auch Zellen, die Mizl Gberexprimierten, durch eine verstarkte autophagische Aktivitat im
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Vergleich zu den (brigen Zelltypen auf. Die Inhibitoren zeigten unter diesen normalen
Wachstumsbedingungen aber nur wenig Wirkung. Im Vergleich zu Zellen, in denen der lysosomale
Abbau nicht gehemmt wurde, fand sich in den mit Inhibitoren behandelten Zellen durchschnittlich

etwa ein Punkt mehr pro Zelle.

Medium + Inhibitoren
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Abbildung 3.1-20: Quantifizierung der autophagischen Aktivitat von Zellen, die mit den Miz1-, shMiz1-, Myc-,
MycVD-, shScr- und pBABEpuro-Konstrukten infiziert wurden, nach Inkubation in Vollmedium mit
Inhibitoren. In drei unabhdngigen Experimenten wurden die in Abbildung 3.1-19 gezeigten LC3-Punkte in je
100 Zellen ausgezahlt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standartabweichung. Die Signifikanzen wurden
beim Vergleich zweier Bedingungen (a + c), mittels Studenten-T-Test und beim Vergleich von mehr als zwei
Bedingungen (b) mittles einfaktorieller ANOVA-Analyse mit anschlieBendem Bonferroni-Posttest ermittelt.

In Zellen, in denen mit EBSS Autophagie stimuliert wurde, liel sich unabhangig vom exprimierten
Konstrukt, eine Zunahme der LC3-Punkte im Vergleich zu Zellen, die in normalem Ndhrmedium
wuchsen (siehe Abbildung 3.1-17, 3.1-18 und 3.1-21, 3.1-22), beobachten. Morphologisch fielen auch
hier wieder die Zellen, die Myc Uberexprimierten, auf. Zum einen durch ihre wie bereits
beschriebenen groRen Zellkerne, das breite Zytoplasma und die Ausldufer, zum anderen schienen die
LC3-Punkte zahlreicher, aber dafiir kleiner als in allen anderen Zelltypen. Zellen, die MycVD
Uberexprimierten, unterschieden sich morphologisch nicht von Kontrollzellen.

In der Auszahlung der LC3-Punkte zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Zellen die Myc
und denen die MycVD (iberexprimierten, sowie den Kontrollzellen (siehe Abbildung 3.1-22 b). In den
Myc Zellen fanden sich durchschnittlich 10,65 Punkte pro Zelle, in den MycVD und den pBABEpuro-
Zellen hingegen nur etwa 7 Punkte pro Zelle. Das weist darauf hin, dass die Interaktion von Myc und
Miz 1 unter nahrstoffarmen Bedingungen fiir den autophagischen Prozess wichtig sein konnte. Zellen,
die Miz1 Uberexprimierten, hatten tendenziell etwas mehr LC3-Punkte, der Unterschied war im
Vergleich zur entsprechenden Kontrolle aber nicht signifikant. Zwischen Zellen in denen Miz1l

supprimiert war und den entsprechenden Kontrollzellen fanden sich keine Unterschiede. Dieses

74



3 Ergebnisse

Ergebnis konnte allerdings auch auf den schwachen Miz 1-Knockdown zuriickzufiihren sein (siehe

Abbildung 3.1-21 und 3.1-22).

EBSS

pBABEpuro

Abbildung 3.1-21: Darstellung der autophagischen Aktivitdt in Zellen, die mit den Miz1-, shMizl-, Myc-,
MycVD-, shScr- und pBABEpuro-Konstrukten infiziert wurden, nach Inkubation in EBSS. HC11-Zellen, die mit
den dargestellten Konstrukten stabil infiziert waren, wurden in Lab-Tek®s flir 6h in EBSS ohne lysosomale
Inhibitoren inkubiert (a — f). Die LC3-Farbung erfolgte durch einen spezifischen Antikorper und einen
fluorezenzmarkierten Sekundarantikorper (griin). Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33258 gegengefarbt (blau).

Um den Effekt des EBSS durch eine Unterbrechung des autophagischen Flusses zu verstarken, wurden
in einer weiteren Bedingung dem EBSS noch lysosomale Inhibitoren hinzugefiigt. Auch in dieser

Bedingung lieB sich in allen veschiedenen Zelltypen Autophagie stimulieren und sie zeigten mehr LC3-
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Punkte als Zellen, die in Medium (mit oder ohne Inhibitoren) gewachsen waren (vergleiche Abb. 3.1-

23 mit Abb. 3.1-17 und Abb. 3.1-19).
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Abbildung 3.1-22: Quantifizierung der autophagischen Aktivitidt von Zellen, die mit den Miz1-, shMiz1-, Myc-,
MycVD-, shScr- und pBABEpuro-Konstrukten infiziert wurden, nach Inkubation in EBSS. In drei unabhdngigen
Experimenten wurden die in Abbildung 3.3-21 gezeigten LC3-Punkte in je 100 Zellen ausgezahlt. Dargestellt sind
der Mittelwert und die Standartabweichung. Die Signifikanzen wurden beim Vergleich zweier Bedingungen (a +
c), mittels Studenten-T-Test und beim Vergleich von mehr als zwei Bedingungen (b) mittles einfaktorieller
ANOVA-Analyse mit anschlieBendem Bonferroni-Posttest ermittelt. Signifikante Unterschiede wurden mit
Sternen markiert. ***:p<0,001, **:p<0,01, *:p<0,05.

Die Myc-Zellen unterschieden sich durch die Zugabe der Inhibitoren noch deutlicher von den anderen
Zellen, da hier die LC3-Punkte sehr zahlreich und vergleichsweise klein vorhanden waren (siehe Abb.
3.1-23¢). GroRe Zellkerne und Zytoplasma-Ausldufer lieBen sich auch hier finden. Die MycVD-Zellen
glichen auch hier eher den Kontrollzellen, als denen, die Myc liberexprimierten (siehe Abb. 3.1-23d).

Durch die Zugabe der lysosomalen Inhibitoren wurden die Unterschiede in der Quantifizierung der
autophagischen Aktivitdt noch etwas deutlicher (siehe Abb. 3.1-24). Zellen, die Myc
Uberexprimierten, zeigten im Durchschnitt 16.22 Punkte und unterschieden sich somit signifikant von
MycVD-Zellen mit 9.24 und Kontrollzellen mit durchschnittlich 7.73 Punkte pro Zelle (siehe Abb. 3.1-
24 b). Der Unterschied zwischen MycVD und der Kontrolle war nicht signifikant. Diese Beobachtung
unterstreicht die Annahme, dass die Interaktion von Miz1 und Myc fiir Autophagie eine Rolle spielen
kénnte. Ob diese Interaktion allerdings essentiell fiir den autophagischen Prozess ist, ldsst sich aus
diesen Experimenten nicht ableiten, da die Zellen, die MycVD (berexprimierten, auch noch
endogenes Myc produzierten, das durchaus an Miz1l binden kann. Auch der leichte Unterschied
zwischen Zellen die Miz1 Uberexprimierten (8.81 Punkte pro Zelle, siehe Abb. 3.1-24a) und den
entsprechenden Kontrollzellen, der sich in den vorherigen Bedingungen bereits angedeutet hatte, hat

sich durch die Zugabe der Inhibitoren verstarkt und wurde statistisch signifikant. Zwischen den Miz1-
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Knockdown-Zellen und der Kontrolle ergaben sich wiederum keine Unterschiede (siehe Abbildung

3.1-24¢).
EBSS + Inhibitoren

PBABEpuro
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Abbildung 3.1-23: Darstellung der autophagischen Aktivitat in Zellen, die mit den Miz1-, shMizl-, Myc-,
MycVD-, shScr- und pBABEpuro-Konstrukten infiziert wurden, nach Inkubation in EBSS mit Inhibitoren. HC11-
Zellen, die mit den dargestellten Konstrukten stabil infiziert waren, wurden in Lab-Tek®s fiir 6h in EBSS mit
lysosomalen Inhibitoren (E-64d und Pepstatin A, je 10 pg/ml) inkubiert (a — f). Die LC3-Farbung erfolgte durch
einen spezifischen Antikérper und einen fluorezenzmarkierten Sekundarantikorper (griin). Die Zellkerne wurden
mit Hoechst 33258 gegengefarbt (blau). Die weiRen Pfeile zeigen beispielhaft auf LC3-Punkte. Die Pfeilspitzen
zeigen beispielhaft auf Myc-Zellen mit vergleichsweise groBem Zellekern, verbreitertem Zytoplasma und
Ausldufern (c).
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Abbildung 3.1-24: Quantifizierung der autophagischen Aktivitidt von Zellen, die mit den Miz1-, shMiz1-, Myc-,
MycVD-, shScr- und pBABEpuro-Konstrukten infiziert wurden, nach Inkubation in EBSS mit Inhibitoren. In drei
unabhéngigen Experimenten wurden die in Abbildung 3.1-23 gezeigten LC3-Punkte in je 100 Zellen ausgezahlt.
Dargestellt sind der Mittelwert und die Standartabweichung. Die Signifikanzen wurden beim Vergleich zweier
Bedingungen (a + c), mittels Studenten-T-Test und beim Vergleich von mehr als zwei Bedingungen (b) mittles
einfaktorieller ANOVA-Analyse mit anschlieRendem Bonferroni-Posttest ermittelt. Signifikante Unterschiede
wurden mit Sternen markiert. ***:p<0,001, **:p<0,01, *:p<0,05.

3.1.6  Elektronenmikroskopische Analyse von Myc bzw. MycVD iiberexprimierenden
Zellen nach Induktion von Autophagie

Um die beziiglich ihrer autophagischen Aktivitat in Abschnitt 3.1.5 festgestellten Unterschiede
zwischen Zellen, die Myc bzw. MycVD Ulberexprimierten, zu tGberpriifen und morphologisch genauer
beurteilen zu koénnen, wurden elektronenmikroskopische Bilder dieser Zellen angefertigt. Hierfir
wurden die Zellen in einem Experiment, genau wie fir die fluoreszenzmikroskopische Analyse in
Abschnitt 3.1.5, fir sechs Stunden in EBSS sowohl mit, als auch ohne Inhibitoren stimuliert. Zum
Vergleich wurden weitere Zellproben fiir die gleiche Zeit in Nahrmedium (ebenfalls mit und ohne
Inhibitoren) inkubiert. AnschlieBend wurden diese, wie in Abschnitt 2.2.8 beschrieben, fir die
Elektronenmikroskopie eingebettet und im Vergleich ausgewertet. Es wurde untersucht, ob Zellen,
die Myc bzw. MycVD liberexprimierten, morphologische Unterschiede vor allem beziiglich der
Autophagosomen aufweisen. Fir die verschiedenen Reifestadien der Autophagosomen wird im
Folgenden zusammenfassend der Begriff autophagische Vakuole (AV) verwendet.

Sowohl in Myc-, als auch in MycVD-Zellen, zeigten sich bei Inkubation in normalem Nahrmedium
vereinzelte autophagische Vakuolen, die auf die basale autophagische Aktivitdit der Zellen

zurickzufihren sind (siehe Abb. 3.1-25 a-b und Abb. 3.1-26 a-c).
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Abbildung 3.1-25: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Zellen, die Myc iiberexprimieren. HC11-Zellen,
die ein Myc-Konstrukt stabil Gberexprimierten, wurden fiir 6h in normalem Nahrmedium bzw. EBSS sowohl mit,
als auch ohne lysosomale Inhibitoren inkubiert und anschlieBend fiir elektronenmikroskopische Analysen
aufbereitet. Vor allem in der Bedingung EBSS mit Inhibitoren zeigten diese Zellen zahlreiche und vergréRerte

autophagische Vakuolen (rote Markierung in j). AV = Autophagische Vakuole, M = Mitochondrium, rER = raues
endoplasmatisches Retikulum, N = Nukleus.
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Abbildung 3.1-26: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Zellen, die MycVD iiberexprimieren. HC11-
Zellen, die das MycVD-Konstrukt stabil Gberexprimierten, wurden fiir 6h in normalem Nahrmedium bzw. EBSS
sowohl mit, als auch ohne lysosomale Inhibitoren inkubiert und anschlieRend fiir elektronenmikroskopische
Analysen aufbereitet. In der Bedingung EBSS mit Inhibitoren zeigten diese Zellen deutlich weniger und kleinere
autophagische Vakuolen (rote Markierung in h) als Zellen, die das Myc-Konstrukt tiberexprimierten (Abb. 3.1-25
j)- AV = Autophagische Vakuole, M = Mitochondrium, rER = raues endoplasmatisches Retikulum, N = Nukleus.
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Da nur relativ wenige und stark vergroBerte Bildausschnitte vorlagen, war eine quantitative Analyse
der AVs leider nicht moglich. Auch Unterschiede zwischen Konditionen mit (siehe Abb. 3.1-25e-f und
Abb. 3.1-26d-e) und ohne lysosomale Inhibitoren (siehe Abb. 3.1-25a-b und Abb. 3.1-26a-c) waren
deswegen schwierig herauszuarbeiten. Da es sich bei der Autophagie (wie in Abschnitt 2.2.4.1 bereits
erklart) um einen flieBenden Prozess handelt, konnten in allen Konditionen AVs in verschiedenen
Reifestadien gefunden werden. Friihe, unreife Autophagosomen waren daran zu erkennen, dass noch
unverdautes Zytoplasmamaterial von einer Doppelmembran eingeschlossen war ((Mizushima et al.,
2010a) Abbildung 3.1-25h, k (rechts) und Abbildung 3.1-26g). Abbildung 3.1-25| zeigt ein
Autophagosom, das gerade mit einem Lysosom verschmilzt. Spate AVs zeichneten sich durch eine
einschichtige Membran, sowie einen homogeneren Inhalt im Unterschied zu den friithen AVs aus, da
hier die Degradation bereits begonnen hatte (Abbildung 3.1-25j, k (links), | und Abbildung 3.1-26¢, h,
i)

Auffallig war, dass Zellen, die Myc Uberexpremierten, vermehrt aufgetriebenes und vergrofRertes
raues endoplasmatisches Retikulum (rER) aufwiesen, was ein Hinweis darauf sein kénnte, dass diese
Zellen vermehrt Proteine produzieren (Abbildung 3.1-25 c und d). Im Kontrast dazu zeigten MycVD-
Zellen ein normal groRes rER (Abbildung 3.1-26d).

Zusammenfassend kann man sagen: auch auf elektronenmikroskopischer Ebene zeigten sich
Unterschiede beziiglich der autophagischen Aktivitdt in Myc- bzw. MycVD-Zellen, die fir sechs
Stunden mit EBSS behandelt waren. Vor allem in den Konditionen, in denen der autophagische Fluss
durch den Einsatz von Inhibitoren unterbrochen worden war, konnten in Zellen, die Myc
Uberexprimierten, deutlich mehr AVs gefunden werden, als in Zellen, die MycVD Uberexprimierten
(Vergleiche Abbildung 3.1-25j und Abbildung 3.1-26 h, AVs wurden rot markiert). AuRerdem waren
die AVs in Myc-Zellen groBer, als in MycVD-Zellen. Diese Beobachtungen im Zusammenhang mit den
fluoreszenzmikroskopischen Analysen erharten den Verdacht, dass die Interaktion zwischen Miz1 und

Myc fur den Ablauf der Autophagie wichtig ist.

3.1.7 Genexpressionsanalysen von Myc bzw. MycVD iiberexprimierenden Zellen nach
Induktion von Autophagie

Um fiir die Unterschiede, die zwischen Zellen, die das Myc-Konstrukt und Zellen, die das MycVD-

Konstrukt Gberexprimierten, eine Erklarung zu finden, wurden Genexpressionsanalysen durchgefiihrt.

Dazu wurden die entsprechend infizierten Zellen in drei unabhangigen Experimenten fiir sechs

Stunden in Medium bzw. EBSS inkubiert. Auf den Einsatz lysosomaler Inhibitoren wurde hier

verzichtet. Um den Einfluss der Uberexpression von Myc auf Autophagie ebenfalls beurteilen zu
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kénnen, wurden in zwei Experimenten mit dem ShScr-Konstrukt infizierte Zellen mitgefihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, RNA daraus isoliert und cDNA hergestellt, welche mittels
gRT-PCR analysiert werden konnte. Zur Messung der Genexpression wurden einige Gene ausgewahlt,
die in Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe (Oppenheimer, 2009 und Berliner, 2012), sowie in der

Literatur (Wolf et al., 2013) als durch Miz1 beeinflusst beschrieben wurden.

3.1.7.1  Vergleich der Expression Autophagie-assoziierter Gene

Bei frilheren Experimenten, die im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt wurden, konnten Atg4c,
Atg5, Atg7 und Atg 9b als von Miz1 abhdngige Gene identifiziert werden (Oppenheimer, 2009). Hier
sollte nun untersucht werden, ob die Regulierung dieser Gene durch Miz1l alleine, oder im
Zusammenspiel mit Myc erfolgt. Die in dieser Arbeit gemessenen Ergebnisse der Expression von Atg 7
und Atg9b mussten allerdings aufgrund technischer Schwierigkeiten leider von der Auswertung
ausgeschlossen werden. Weiterhin sollten die Untersuchungen auf die Gene Atg 3, Atg4a und Atg12
ausgedehnt werden. In Abbildung 3.1-27 wurde die Genexpression in Zellen, die MycVD, sowie ShScr
Uberexprimierten, mit der Genexpression von Zellen, die Myc iberexprimierten verglichen. Die Hohe
der Genexpression von Myc-Zellen, die mit Medium behandelt wurden, wurde hierfir mit 1
gleichgesetzt und die ermittelten Expressionen in allen anderen Bedingungen als die n-fache
Expression dieses Gens dargestellt.

Die Expression von Atg4a und Atg4c zeigte sich unter normalen Wachstumsbedinungen sowohl
durch die Uberexpression von Myc (durchschnittliche relative Genexpression (rG): 1), als auch von
MycVD (rG: Atg4a: 1.05, Atg4c: 0.9) leicht erhoht im Vergleich zu den ShScr-Kontrollzellen (rG:
Atg4a: 0.85, Atg4c: 0,76; siehe Abb. 3.1-27b und c). Die Ubrigen untersuchten Gene waren in allen
drei Zelltypen bei Inkubation in normalem Ndhrmedium in etwa gleichstark exprimiert (siehe Abb.
3.1-27 4, d, e). Zwischen Zellen, die Myc bzw. MycVD Uberexprimierten, waren keine Unterschiede
bezlglich der Expression der gemessenen Gene erkennbar. Diese Beobachtungen weisen darauf hin,
das die Expression von Atg4a und Atg4c durch die Uberexpression von Myc leicht induziert wird, die
Hohe der Expression aber in keinem der getesteten Gene von der Interaktion zwischen Miz1 und Myc
abhangt.

Wie in Abbildung 3.1-27 erkennbar, sind nicht alle der hier getesteten Autophagie-assoziierten Gene
durch EBSS induzierbar. In den mit dem Kontrollvektor infizierten Zellen lief’ sich die Expression von
Atg4a und Atg5 durch Inkubation in EBSS leicht (Mittelwerte der beiden Messungen: Atg4a: 1,54,
Atg5: 1,59) und von Atg 12 relativ stark (Mittelwert beider Messungen: 5.73) induzieren (siehe Abb.
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3.1-27b, d, e). In Zellen, die die Myc-Mutante MycVD Uberexpremierten, liel sich die Genexpression

von Atg 3, Atg4a und Atg 5 durch EBSS leicht (in etwa auf das 1,5-fache) induzieren.
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Abbildung 3.1-27: Expression verschiedener Atg-Gene
nach 6-stiindiger Stimulation mit EBSS in Zellen, die
Myc, MycVD und ShScr stabil Gberexprimierten. Die
mit den beschriebenen Vektoren infizierten HC11-
Zellen wurden fir 6h in EBSS bzw. Vollmedium
inkubiert. Mit den Zellen die Myc bzw. MycVD
Uberexprimierten, wurden 3 unabhangige Experimente
durchgefiiht. In der Abbildung sind die Einzelwerte, der
Mittelwert, sowie die Standartabweichung (sofern 3
Messungen vorlagen) dargestellt. Die Signifikanzen
wurden in einer einfaktoriellen ANOVA-Analyse mit
anschlieBendem Bonferroni-Posttest ermittelt.
Signifikante Unterschiede wurden mit Sternen
markiert. ***: p <0,001, **: p <0,01, *: p <0,05. Da
ShScr nur in 2 Experimenten als Kontrolle mitgefiihrt
wurde, wurde es in die statistischen Analysen nicht mit
einbezogen.
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Die Expression von Atg12 war in diesem Zelltyp unter Behandlung mit EBSS ebenfalls relativ stark
(Mittelwert der drei Messungen: 4.19, p-Wert im Vergleich zur Medium-Kontrolle <0,001) erhéht im
Vergleich zu den entsprechenden Zellen, die in normalem Nahrmedium gewachsen waren (siehe Abb.
3.1-27 b,d,e). In Zellen, die mit dem normalem Myc-Konstrukt infiziert waren, liel sich auller bei
Atg12 (rG: 2,08; siehe Abb. 3.1-27) bei keinem der untersuchten Gene die Expression durch
Nahrstoffentzug induzieren. Durch die Behandlung mit EBSS verdoppelte sich die Expression von
Atg 12 (p-Wert im Vergleich zur Medium-Kontrolle nicht signifikant; siehe Abb. 3.1-27 e).

Im Hinblick auf die Induzierbarkeit der Genexpression unter ndhrstoffarmen Bedingungen zeigten sich
sowohl bei Atg5 (p-Wert < 0,05) als auch bei Atg 12 (p-Wert < 0,01) deutliche Unterschiede zwischen
Zellen, die Myc- bzw. MycVD Uberexprimierten. In beiden Fallen war die Expression in den Zellen, die
das MycVD-Konstrukt iberexprimierten, hoher (rG: Atg5: 1,49; Atg12: 4,19) als in Zellen, die Myc
Uberexprimierten (rG: Atg5: 0.93; Atg12: 2.08). Auch fir die Expression von Atg3 und Atg4a zeigten
sich dhnliche, jedoch statistisch nicht signifikante Unterschiede zwischen den beiden Zelltypen. Diese
Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass die Interaktion zwischen Miz1 und Myc wahrscheinlich

einen hemmenden Einfluss auf die Expression dieser Gene hat.

3.1.7.2  Vergleich der Expression von Genen, die durch Miz1 reguliert werden

Weiterhin sollte die Expression einiger Gene untersucht werden, die in einer kiirzlich erschienenen
Publikation als durch Miz1 reguliert beschrieben wurden (Wolf et al., 2013). Diese Gene sind
ebenfalls fiir den autophagischen Prozess von Bedeutung, zdhlen aber nicht zu den klassischen
Autophagie-assoziierten Genen. Auch hier sollte untersucht werden, ob die Regulierung der
Transkription durch Miz1 alleine, oder in Kombination mit Myc geschieht. Zur Expressionsanalyse
wurden die Gene Pikfyve, Exoc2, Ambral, Vamp4 und Spast (kodiert fir Spastin) ausgewahlt. Auch
hier wurde die Hohe der Genexpression von Myc-Zellen, die mit Medium behandelt wurden, mit 1
gleichgesetzt und die ermittelten Expressionen in allen anderen Bedingungen als die n-fache
Expression dieses Gens dargestellt.

Bei ausreichender Nahrstoffversorgung unterschied sich die Expression von Ambral und Exoc2,
Pikfyve und Spast in den Zellen, die die unterschiedlichen Konstrukte iberexprimierten, kaum (siehe
Abb. 3.1-28 3, b, ¢, e). Der Mittelwert der Vamp 4-Expression war in Zellen, die Myc liberexprimierten
im Vergleich zu Kontrolle leicht erhoht (ShScr-Mittelwert: 0.815, Myc-Mittelwert:1; statistisch nicht
signifikant). In Zellen, die mit dem MycVD-Konstrukt infiziert waren, lag der Expressionswert fir
Vamp 4 mit 0,9 genau dazwischen, wobei die drei Messwerte hier stark um den Mittelwert streuten

(siehe Abb.3.1-28d). Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass die Expression der getesteten
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Gene unter nahrstoffreichen Bedingungen weder von Myc noch von der Interaktion zwischen Myc

und MycVD abhangt.
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Abbildung 3.1-28: Expression verschiedener durch
Mizl regulierter Gene nach 6-stiindiger Stimulation
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statistischen Analysen nicht mit einbezogen.
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Durch die Induktion von Autophagie stieg in den Zellen, die mit dem Kontrollvektor ShScr infiziert
waren, die Expression von von Ambra 1 (rG Medium: 1.08, rG EBSS: 1.9), Spast (rG Medium: 1,24, rG
EBSS: 1.95) und Pikfyve (rG Medium: 1.14, rG EBSS: 1.48) leicht an (siehe Abb. 3.1-28 a, c, e).

Die Expression von Exoc2 und Vamp 4 hingegen blieb durch die Zugabe von EBSS nahezu unverandert
(siehe Abb. 3.1-28 b, d). In Zellen, die das Myc-Konstrukt Gberexprimierten, zeigte sich bei keinem der
getesteten Gene eine nennenswerte Expressionsinduktion durch die Behandlung mit EBSS. Die
Expression von Exoc2 (rG Medium: 1, rG EBSS: 0.91) und Vamp4 (rG Medium: 1, rG EBSS: 0.87) fiel
unter diesen Bedingungen sogar leicht ab (siehe Abb. 3.1-28 b, d). In Zellen, die die MycVD-Mutante
Uberexprimierten, lieR sich die Expression von Ambra1 (rG Medium: 1.15, rG EBSS: 1.63) und Spast
(rG Medium: 1.05, rG EBSS: 1.7, p-Wert: <0.01) unter dem Einfluss von EBSS leicht induzieren.

Beim Vergleich der Zellen, die mit dem Myc-Konstrukt infiziert waren, mit denen, die MycVD
Uberexprimierten, fanden sich beziliglich der EBSS-Wirkung auf die Genexpression kaum
Unterschiede. Bei Ambra 1 zeigte sich eine leichte Erhohung der Genexpression in Zellen, die MycVD
Uberexprimierten im Vergleich zu den Myc-Zellen. Lediglich die Expression von Spast unterschied sich
mit einem p-Wert von <0,05 signifikant in den beiden Zelltypen (rG Myc EBSS: 1.12, rG MycVD EBSS:
1.7).

Ahnlich wie bei den Atg-Genen scheint die Interaktion von Myc und Miz1 einen hemmenden Einfluss
auf die Expression von Ambra 1 und Spast zu haben. Die restlichen getesteten Gene scheinen durch

die Interaktion von Miz 1 und Myc unbeeinflusst.

3.1.8 Transfektion von HC11-Zellen mit GFP-LC3-Plasmiden

Mit dem Ziel, den Einfluss von Miz1 auf Autophagie in Echtzeit untersuchen zu kénnen, wurden
HC11-Zellen mit einem GFP-markiertem LC3-Vektor stabil transfiziert. Hierfiir standen verschiedene
LC3-Plasmide zur Verfligung (siehe Tabelle 3.1). Die vorhandene Plasmid-DNA wurde mittels
Maxipraparation vervielfaltigt (siehe Abschnitt 2.3.6.4). Um zu Uberpriifen, ob es sich bei den
Plasmiden tatsachlich um die gewilinschten Konstrukte handelte, wurde ein Restriktionsverdau
durchgefiihrt (siehe Abschnitt 2.3.7). Restriktionsenzyme erkennen spezifisch DNA-Sequenzen und
schneiden die DNA genau an dieser Stelle, sodass bei bekannter Plasmidlange mehrere DNA-
Fragmente einer bestimmten, vorhersaghbaren GroRe entstehen, die mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese dargestellt werden kdénnen.

Far den Verdau wurden jeweils zwei passende Enzyme (siehe Tabelle 3.1) ausgewadhlt, mit denen die

entsprechende Plasmid-DNA fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert wurde. AnschlieBend wurden die
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Fragmente der GréRe nach in einem 1%igen Agarose-Gel aufgetrennt (siehe Abbildung 3.1-29). Die zu
erwartenden Fragmentlangen wurden mit Hilfe der Informationen Uber die Vektorsequenzen, die auf
der Internetseite der Bezugsfirma (https://www.addgene.org/) zu finden waren, ermittelt.

Fir das ptfLC3-Plasmid entstanden durch den Enzymverdau genau die erwarteten Fragmente
(vergleiche Tabelle 3.1 und Abb. 3.1-29 dritte Spalte von links). Bei dem pEGFP-LC3-Vektor stellte sich

das Fragment mit unbekannter GréRe als circa 400 bp grof heraus.

Name Spezies Groe | GroRe Resistenz Verwendete | Erwartete
des Plasmids (LC3) des des 1) Bakterielle Resistenz | Restriktions- Fragment-
Vektors | Inserts | 2) Kultur Resistenz enzyme lingen
pBABE- Mensch | 5169 bp | 1900 bp 1) Ampicillin PST1, 2244 bp,
176 bp,
puromCherry- 2) Puromycin Sall 872 bp
EGFP- LC3B 3777 bp
pPEGFP-LC3 Mensch | 4700 bp un- 1) Kanamycin EcoR1, 4700 bp,
bekannt 2) unbekannt BamH1 unbekannt
ptfLC3 Ratte 5200bp | 738bp 1) Kanamycin Bgl2, 738 bp,
2) Neomycin EcoR1 5200 bp
pBABEpuro Ratte 5169 bp | 1500 bp 1) Ampicillin PST1, 11874:bbpp’
GFP-LC3 2) Puromycin Sall 872bp,
3777bp
PEX-GFP- Mensch | 6000 bp [ 378 bp 1) Ampicillin Bgl2, 233 bp,
hLC3WT 2) Neomycin Stul 6145 bp
PEX-GFP- Mensch | 6000bp | 375bp 1) Ampicillin Bgl2, 232 bp,
hLC3AG 2) Neomycin Stul 6143 bp

Tabelle 3.1: Vektorinformationen. Alle Vektoren wurden von der Firma Addgene bezogen.

Bei dem Verdau der beiden pEX-Vektoren (pEX-GFP-hLC3WT und pEX-GFP-hLC3AG) entstand jeweils
eine zusatzliche Bande (ca.700bp), die wahrscheinlich aufgrund einer zusatzlichen Schnittstelle fur
eines der beiden verwendeten Enzyme aufgetreten ist. Da die Sequenz des Tragervektors (pCXN2)
leider nicht bekannt war, konnte diese nicht Uberpriift werden. Die beiden pBABEpuro-Vektoren
(pBABEpuro mCherry-EGFP-LC3 und pBABEpuro Gfp-LC3) zeigten zum einen jeweils einige Banden
(Abb. 3.1-29: rote Markierung), die sich nicht eindeutig den erwarteten FragmentgroRen zuordnen

lieBen und zum anderen Banden, die zusatzlich zu den Erwarteten auftraten. Das konnte daran liegen,
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dass den Restriktionsenzymen nicht genligend Zeit gegeben wurde die komplette DNA-Probe zu
schneiden, sodass zum Ende der Inkubationszeit neben den geschnittenen Fragmenten auch noch
unverdaute DNA vorlag. Diese unverdaute DNA hat dann im Elektrophoresebild zu den zusatzlichen
Banden gefiihrt. Um einen vollstandigen Verdau zu erreichen, wurden die zwei Proben erneut mit
den gleichen Restriktionsenzymen fiir vier Stunden inkubiert (nicht dargestellt). Die Tatsache, dass
nach vierstiindigem Verdau der Plasmide die Summe der entstandenen Einzelfragmente immer noch
groBer als die vorbekannte VektorgroRe war, spricht dafiir, dass immer noch zusatzlich unverdaute
DNA vorgelegen haben muss. Da diese beiden Vektoren vorerst nicht zur Transfektion der Zellen

benutzt werden sollten, hat kein weiterer Versuch mit verlangerter Inkubationszeit stattgefunden.
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Abbildung 3.1-29: Restriktionsenzymverdau der LC3-Plasmide. Die verschiedenen Plasmidvektoren wurden
jeweils mit den in Tabelle 3.1 genannten Restriktionsenzymen fiir 2h bei 37°C inkubiert und anschlieBend
mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Zur Bestimmung der FragmentgroRen wurde auf der ersten
Spur links eine log2-DNA-Leiter aufgetragen. Jeder Vektor wurde einmal mit (jeweils linke Spur) und einmal
ohne Restriktionsenzyme (jeweils rechte Spur) inkubiert. In blau wurden die erwarteten Fragmente
gekennzeichnet; rot eingekreist wurden Banden, die nicht mit den erwarteten FragmentgrofRen
Ubereinstimmen bzw. zusatzlich aufgetreten waren.

Fir die Transfektion der HC11-Zellen wurden die pEX-GFP-hLC3WT- und pEX-GFP-hLC3AG-Plasmide
ausgewahlt. Bei dem pEX-GFP-hLC3AG-Konstrukt handelt es sich um einen Kontrollvektor, der die
Formation von LC3-Punkten nicht zuldsst (Tanida et al., 2008). Dem LC3AG-Protein fehlt ein C-
terminaler Glycin-Rest, der fiir die Lipidierung von LC3-I nétig ist. Folglich konnen durch Induktion von
Autophagie in einer Zelle kein LC3-ll und damit auch keine fluoreszenzmikroskopisch sichtbaren

Punkte entstehen. Der Vorteil eines solchen Kontrollvektors ist, dass von der LC3-Konjugation
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PEX-GFP-hLC3 WT:

Vollmedium

- Inhibitoren

+ Inhibitoren

PEX-GFP-hLC3 AG:
Vollmedium EBSS

- Inhibitoren

+ Inhibitoren

) h) v

Abbildung 3.1-30: Autophagie-Induktion in Zellen, die pEX-GFP-hLC3WT und pEX-GFP-hLC3AG
tiberexprimieren. In LabTex®s wurden HC11-Zellen, die mit dem pEX-GFP-hLC3WT-Vektor (a — d), sowie HC11-
Zellen, die mit dem pEX-GFP-hLC3AG-Vektor (e — h) transfiziert waren, jeweils fiir 6h in Vollmedium (a+c+e +
g) und EBSS (b +d + f + h), mit (c + d + g + h) und ohne Inhibitoren (a + b + e + f), inkubiert und anschlieRend
fixiert. Die weiRen Pfeile zeigen beispielhaft auf LC3-Punkte, die Pfeilspitzen deuten auf die Auslaufer der Zellen.
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unabhidngige LC3-Proteinaggregate identifiziert werden konnen. Diese unspezifischen
Akkumulationen treten vor allem dann auf, wenn Zellen ein Protein, wie in diesem Fall das LC3,
Uberexprimieren.

Die Transfektion der Zellen erfolgte durch die Lipofectamine™ 2000-Methode. Um eine méglichst
hohe Transfektionseffizienz zu erreichen, wurden 90-95%ig konfluente Zellen in 55cm?-Kulturschalen
verwendet. Je Vektor wurden 24 pg DNA und 60 ul Lipofectamine™ 2000 eingesetzt. Die einzelnen
Schritte dieser Transfektionsmethode sind in Abschnitt 2.2.6.1 genauer beschrieben. Einen Tag nach
der Transfektion wurden die Zellen gesplittet und mit Selektionsmedium versehen. Zur Selektion
wurde das Antibiotikum Geneticin (=Neomycin) in einer Endkonzentration von 300 ug/ml benutzt.
Nun wurde einige Tage gewartet, bis grofRere Zellkolonien gewachsen waren, welche dann mit Hilfe
von Klonierungsringen (siehe Abschnitt 2.2.6.2) spezifisch abtrypsiniert und in eine 24-Well-Platte
Ubersiedelt werden konnten. Nachdem die Klone dicht gewachsen waren, wurden sie in die
entsprechend groRRere Kulturschale gesat.

Als nachstes sollte die Funktion der eingeschleuSten Vektoren Uberpriift werden. Hierfiir wurden die
beiden transfizierten Zelltypen in Lab-Tek®s ausgesdt und am folgenden Tag fiir sechs Stunden in
normalem Ndhrmedium und EBSS, jeweils mit und ohne Inhibitoren, inkubiert (siehe Abb. 3.1-30).
HC11-Zellen, die den pEX-GFP-hLC3WT-Vektor uberexprimierten, formten bei Inkubation in
normalem Ndahrmedium, sowohl bei Behandlung mit als auch ohne Inhibitoren, nur vereinzelt LC3-
Punkte (siehe Abb. 3.1-30 a, c). Wurden diese Zellen hingegen mit EBSS inkubiert, bildeten sich in
beinahe allen Zellen reichlich LC3-Punkte, die im gesamten Zytoplasma verteilt und in Nahe des
Zellkerns gehauft zu finden waren (siehe Abb. 3.1-30 b). Dasselbe war auch in den Zellen zu
beobachten, die zusatzlich mit Inhibitoren behandelt worden waren (siehe Abbildung 3.1-30 d). Um
den Effekt der Inhibitoren besser beurteilen zu kdnnen, ware allerdings eine Quantifizierung der LC3-
Punkte notwendig gewesen. Im Vergleich zu endogenen LC3-Punkten (vergleiche Abb. 3.1-2 b + d)
erschienen diese LC3-Punkte kleiner und zahlreicher. In den Zellen, die den pEX-GFP-hLC3AG-Vektor
Uberexprimierten und damit laut Hersteller nicht zur Autophagosomenformation fahig sind, konnten
wie erwartet bei keiner der vier Bedingungen LC3-Punkte beobachtet werden (siehe Abb. 3.1-30 e-h).
Die Zellen zeigten ein homogen griin-fluoreszierendes Zytoplasma. Bei beiden der transfizierten
Zelltypen, besonders bei dem, der den pEX-GFP-hLC3AG-Vektor (iberexprimierte, fiel auf, dass die
Zellen im Vergleich zu normalen, nicht-transfizierten HC11-Zellen mehrere diinne, lange Auslaufer
bildeten (siehe Abbildung 3.1-30 e-g Pfeilspitzen).

Aus zeitlichen Griinden kamen diese Zellen leider nicht mehr fiir Miz1-Knockdown Experimente zur

Anwendung.
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3.2 Autophagie in MEFs in Abhangigkeit von Miz1

In HC11-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von Miz1 und die Bindung von Mizl
an Myc den autophagischen Prozess beeinflussen. Da sich in dieser Zelllinie aber sowohl durch short-
hairpin-RNA-Interferenz, als auch durch siRNA (nicht dargestellt) kein zufriedenstellender Mizl-
Knockdown erreichen lieB, wurde zur Untersuchung der Autophagie unter Miz1-Suppression ein

anderes Zellmodell herangezogen.

3.2.1 Die Zelllinie APOZ/Cre-ER-MEFs

Bei den APOZ/Cre-ER-MEFs handelt es sich um embryonale Mausfibroblasten, in denen mit Hilfe des
Ostrogenrezeptor-Modulators Tamoxifen ein Miz1-Knockdown induziert werden kann. Diese Zelllinie
wurde aus Miz1/APOZ-Knockout- M&usen generiert. Bei den Miz1/APOZ-Mausen ist die Sequenz, die
fir die POZ-Domaéane kodiert an beiden Seiten von einer LoxP-Schnittstelle flankiert, die von Cre-

Rekombinasen erkannt und geschnitten werden kann.

Zinkfinger

oot ] JINNNRNNEENE B
\‘—ﬂ/—/

Miz1- S,
Protein
ohne
POZ-Domine

Abbildung 3.2-1: Vereinfachtes Schema des konditionellen Miz1-Knockouts in MEFs. Die Zellen exprimieren
die Cre-ER-Rekombinase, ein Enzym, an das ein mutierter Ostrogen-Rezeptor gebunden ist, der endogene
Ostrogene nicht bindet, aber durch exogen zugefiihrtes Tamoxifen aktiviert werden kann. Durch die Bindung
von Tamoxifen wird das Enzym dazu befahigt, in den Zellkern zu wandern und an den loxP-Schnittstellen, die
hier die POZ-Domaéne flankieren, zu schneiden. Dadurch entsteht ein Miz1-Protein, das keine POZ-Domane
enthalt und dadurch keine transkriptionelle Aktivitat aufweist.
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Nach Gewinnung der priméaren Zellen wurden diese mit einem Cre-ER-Plasmid transfiziert. Durch das
Plasmid sind transfizierte Zellen in der Lage, das Enzym Cre-ER-Rekombinase zu bilden. Das Enzym ist
an einen mutierten Ostrogenrezeptor gebunden, welcher endogene Ostrogene nicht binden kann,
wohl aber exogen zugefiihrtes Tamoxifen. Die Cre-ER-Rekombinase kommt in ihrer inaktiven Form
normalerweise nur im Zytoplasma vor. Werden die Zellen nun aber mit Tamoxifen inkubiert, wird die
Cre-ER-Rekombinase aktiviert und ist in diesem Zustand fahig, in den Zellkern zu gelangen. Dort kann
es die DNA an Lox-P-Schnittstellen, in diesem Fall neben der POZ-Sequenz, schneiden und damit
einen induzierten Knockdown bewirken. Das Cre-ER-Plasmid enthélt ein Antibiotika-Resistenzgen fir
Puromycin, das fiir die Selektion der transfizierten Zellen entscheidend ist. Nach Zugabe von
Puromycin wuchsen sechs Zellkolonien, in denen nun Uberprift werden sollte, ob sich durch
Inkubation mit Tamoxifen ein Miz 1-Knockdown induzieren lasst.

Dazu wurden die sechs Klone in je vier Wells einer 24-Well-Platte ausgesat und nach einem Tag fiir
weitere 24 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 uM, 0,05 uM, 0,01 uM) von Tamoxifen
versehen. Zur Kontrolle wurde pro Klon ein Well ohne Tamoxifen gelassen. Danach wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen bei -20°C eingefroren. Am nachsten Tag wurde DNA extrahiert und
mittels semiquantitativer PCR die Wirksamkeit der Cre-ER-Rekombinase analysiert. Hierflir kamen
drei verschiedene Primer fir den Nachweis der rekombinanten Miz 1-Bande und ein Primer-Paar zur

Uberpriifung des Cre-Gens zum Einsatz.

loxP loxP
<
Primer 1 Primer 2 Primer 3
a)
- Tamoxifen + Tamoxifen
Primer
e 311 bp
il 1524 b 180 b
1+3 P P
b)

Abbildung 3.2-2: Darstellung der Miz1-Primer-Positionen und der zugehérigen Amplifikate. In Abbildung a
sind die Primer-Bindungsstellen der drei eingesetzten Primer gezeigt. In Tabelle b sind die resultierenden
Amplifikate fur die beiden Primer-Kombinationen mit und ohne Zugabe von Tamoxifen aufgelistet.

92



3 Ergebnisse

In Zellen, die nicht mit Tamoxifen behandelt wurden, bei denen also die Sequenz fiir die POZ-Doméne
noch vorhanden ist, soll durch das Primer-Paar 1 und 2 ein 311bp groRes, sowie durch die Primer 1
und 3 ein 1524bp grolRles DNA-Fragment entstehen. Durch die Zugabe von Tamoxifen wird die
entsprechende Sequenz ausgeschnitten, wodurch die Bindungsstelle fir Primer 2 wegfallt. Flr Primer
1 und 3 wird nach Ausschneiden der POZ-Sequenz und anschlieBender Neuverkniipfung der dadurch
entstandenen freien DNA-Enden ein 180 bp grofles DNA-Stick gebildet, die sogenannte
rekombinante Bande.

In allen sechs Klonen konnte die Expression von Cre-ER nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.2-3). Bei
Klon3 wurde in der zweiten Bande wahrscheinlich vergessen, einen der Cre-Primer, sowie Miz1-

Primer 3, zuzugeben.

Primer 1 + 3
<—ungeschnittenes Allel

mit loxP-Sequenz

Primer 1 + 2 Miz1

ungeschnitlenes Allel

m|t loxP-Sequenz
~/Primer1+3

Klon 1 Klon 2 Klon 3 Kion 4 Klon 5 Klon 6 rekombinante Bande

1524 bp --

311 bp —
180 bp -—

Abbildung 3.2-3: Rekombination des Miz1-Allels in APOZ/Cre-ER-MEFs unter Tamoxifen-Behandlung. Die
verschiedenen Klone wurden fiir 24h mit unterschiedlichen Tamoxifen-Konzentrationen (OHT) inkubiert. Bei der
linken Bande handelt es sich jeweils um eine Kontroll-Probe, die anstelle von Tamoxifen mit einer
entsprechenden Menge an Ethanol versehen wurde. AnschlieBend wurde mit spezifischen Primern die
Expression von Cre und das Auftreten der rekombinanten Bande im Miz1-Allel analysiert. In rot wurden jeweils
die Primer-Paare markiert, die das mit dem Pfeil markierte Fragment erzeugten. Die blau markierten Klone2
und 5 wurden zunéachst flr weitere Experimente ausgewahlt.

In den Klonen1 und 3 lieRen sich vor allem die beiden ungeschnittenen Miz 1-Allele nachweisen. In
Klon1 lieR sich eine sehr schwache rekombinante Bande erkennen, in Klon 3 war die rekombinante
Bande nicht sichtbar. Das spricht dafiir, dass in diesen Zellen der induzierte Miz 1-Knockdown nicht
funktioniert hat. In den Klonen4, 5 und 6 war das rekombinante Allel jeweils deutlich ausgepragt.
Allerdings waren auch die beiden ungeschnittenen Miz1-Banden noch sehr gut erkennbar, was
bedeutet, dass die Cre-ER-Rekombinase zwar durch das Tamoxifen aktiviert wurde, aber nicht
ausreichend, um die POZ-Sequenz in allen Zellen komplett auszuschneiden. Die Abnahme der
ungeschnittenen Miz 1-Allele konnte nur in Klon2 beobachtet werden, weshalb sich fiir diese Zellen
ein erfolgreicher Miz1-Knockdown annehmen lieR8. Auffallig war, dass sich in den Klonen2, 4,5 und 6
auch in der Kontrollprobe, der kein Tamoxifen zugefiigt wurde, eine rekombinante Bande nachweisen

lieR. In Klon5 war die Bande im Vergleich zu den mit Tamoxifen inkubierten Proben aber etwas
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schwacher. Die Induktion der Cre-ER-Rekombinase ist hier also mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die
Zugabe von Tamoxifen zurlickzufiihren. Eine mogliche Erklarung fir das Auftreten der rekombinanten
Bande in den Tamoxifen-freien Proben kénnte das Phenolrot sein, das im Nahrmedium der MEFs als
Indikatorsubstanz vorkommt. Es gibt Hinweise dafiir, dass Phenolrot selbst als schwaches Steroid
wirken kann (Berthois et al., 1986). Somit kénnte es an den Ostrogenrezeptor der Cre-ER-
Rekombinase binden, wodurch das Enzym eventuell bereits ohne die Zugabe von Tamoxifen aktiviert
werden wiirde. Aus diesem Grund wurde fiir das nachste Experiment das Phenol mittels Aktivkohle
aus dem Medium entfernt. Wegen der Reduktion der ungeschnittenen Allele in Klon2 und der
vergleichsweise schwachen rekombinanten Bande der Kontrollprobe von Klon5, wurden diese beiden
Klone zundchst gewahlt, um zu untersuchen, ob durch eine verlangerte Inkubation in Phenolrot-
freiem Medium der Zellen mit Tamoxifen eine starkere Herunterregulierung von Miz1 maoglich ist.
Wie im ersten Experiment wurden die Zellen der beiden Klone in 24-Well-Platten ausgesat und nach
24 Stunden mit denselben Konzentrationen (0,1 uM, 0,05 uM, 0,01 uM) von Tamoxifen fiir 24, 48 und

72 Stunden versehen.

~200bp —

Primer 1+ 3
<—ungeschnittenes Allel
mit loxP-Sequenz

1524 bp -

Primer 1 +2 Miz1
ungeschnittenes Allel
mit loxP-Sequenz
~|Primer1+3

72h rekombinante Bande

Primer 1+ 3
<—ungeschnittenes Allel
mit loxP-Sequenz

Primer 1 + 2 Miz1

mit loxP-Sequenz

~[Primer 1+ 3
rekombinante Bande

b)

Abbildung 3.2-4: Rekombination des Miz1-Allels in APOZ/Cre-ER-MEFs unter verlingerter Tamoxifen-
Behandlung. Die Klone2 (a) und 5 (b) wurden fiir 24, 48 und 72h mit unterschiedlichen Tamoxifen-
Konzentrationen (OHT) inkubiert. Bei der linken Bande handelt es sich jeweils um eine Kontroll-Probe, die
anstelle von Tamoxifen mit einer entsprechenden Menge an Ethanol versehen wurde. AnschlieBend wurde mit
spezifischen Primern die Expression von Cre und das Auftreten der rekombinanten Bande im Miz1-Allel
analysiert. In rot wurden jeweils die Primer-Paare markiert, die das mit dem Pfeil markierte Fragment erzeugen.
Die blau markierte Bedingung (Klon2, 48h, 0,01 uM OHT) wurde fiir die weiteren Experimente ausgewahilt.
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Bei Klon2 lieR sich gut erkennen, wie durch die verlangerte Tamoxifen-Behandlung die Menge der
Amplifikate, die die POZ-Sequenz enthielten, abnahm (vergleiche Abbildung 3.2-4a, 24 und 48
Stunden). Im Vergleich der 48-stiindigen zu der 72-stiindigen Tamoxifen-Behandlung waren in Bezug
auf die nicht-geschnittenen Miz 1-Allele kaum noch Unterschiede zu beobachten (vergleiche Abb. 3.2-
43, 0.01uM OHT nach 48 und nach 72 Stunden). Die Abnahme der Bandenstarke bei 0,1 uM und
0,5uM OHT nach 72 Stunden ist darauf zuriickzufiihren, dass in diesen Bedingungen die meisten
Zellen gestorben waren. Der Einsatz von Medium ohne Phenol brachte leider nicht den gewlinschten
Erfolg, da nach wie vor die rekombinante Bande in der Kontrollbedingung zu sehen war. Klon5 zeigte
zwar weiterhin eine schwachere rekombinante Bande in der Kontrollprobe als Klon 2, allerdings nahm
durch die OHT-Behandlung die Starke der Banden in denen die POZ-Sequenz enthalten war, nicht ab
(siehe Abbildung 3.2-4b). Die Autophagie-Experimente im Folgenden wurden alle mit Klon2
durchgefiihrt. Um die Cre-ER-Rekombinase zu induzieren, wurden die Zellen fiir 48 Stunden in

0,01 uM Tamoxifen inkubiert.

3.2.2 Morphologische Analyse der APOZ/Cre-ER-MEFs unter EBSS-
Behandlung

Nachdem nun die besten Bedingungen fir den Miz1-Knockdown gefunden waren, sollte in diesen
Zellen Autophagie stimuliert werden. Zur Induktion von Autophagie wurde, wie bei den HC11-Zellen,
auch hier EBSS verwendet. Die APOZ/Cre-ER-MEFs wurden in insgesamt acht 21cm”Schalen ausgesit.
Nach 48 Stunden wurde zu vier Schalen 0,01 uM Tamoxifen hinzugegeben, die anderen vier Schalen
wurden mit der entsprechenden Menge an Ethanol fiir weitere 48 Stunden inkubiert. AnschlieRend
wurden pro Bedingung jeweils eine Schale in EBSS und eine Schale in Medium fiir sechs und fur 24
Stunden inkubiert. Das EBSS wurde in der entsprechenden Bedingung ebenfalls mit Tamoxifen
versehen. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Zellen fotografiert und anschlieBend zur RNA-
Extraktion geerntet.

Bei den Zellen, die fur sechs Stunden in Medium bzw. EBSS inkubiert wurden, fanden sich in beiden
Bedingungen keine morphologischen Unterschiede zwischen den Zellen, die Miz1 normal (=Miz1"-
Zellen) exprimierten und denen, die mit Tamoxifen behandelt worden waren (=Miz 1°-Zellen; siehe
Abb. 3.2-5). Nach 24 Stunden jedoch zeigten die Miz 1"°-Zellen, die in EBSS inkubiert worden waren,
im Vergleich zu denen, die in Medium wuchsen, ein spindelformiges Aussehen (siehe Abb. 3.2-5h,
rote Markierung). Daraus lieR sich schlieBen, dass Zellen, in denen die Expression von Mizl

herunterreguliert ist, ndhrstoffarme Bedingungen schlechter verkraften, als Wildtyp-Zellen. Um die
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Morphologie dieser Zellen genauer untersuchen zu kénnen, wurden APOZ/Cre-ER-MEFs in Lab-Tek®s
ausgesat und nach demselben Schema wie oben, mit oder ohne Tamoxifen und mit EBSS oder

Medium behandelt.

6

Medium EBSS

h

Miz1"

Miz1'*

24h

Medium EBSS

Miz1hi

Miz1"

Abbildung 3.2-5: Morphologische Analyse der APOZ/Cre-ER-MEFs unter EBSS-Behandlung. APOZ/Cre-ER-MEFs
wurden nach 48-stiindiger Tamoxifen- (c + d + g + h) bzw. Ethanol-Behandlung (a + b + e + f) fiir 6 (a — d) und fur
24 Stunden (e — h) in EBSS inkubiert und anschlieRend fotografiert.
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Bei Kultivierung der APOZ/Cre-ER-MEFs in Lab-Tek®s fiel auf, dass sowohl bei Miz 1"- als auch bei
Miz1"°-Zellen die Behandlung mit EBSS viel schlechter vertragen wurde, als in normalen
Kulturschalen. Bereits nach zweistlindiger Inkubation in EBSS (nicht dargestellt) begannen die Zellen
sich in beiden Bedingungen vom Untergrund abzul6sen und nach sechs Stunden (siehe Abbildung 3.2-
6 b und d) zeigten die verbliebenen Zellen eine schmale, spindelférmige Zellform. Nach 24 Stunden
(nicht dargestellt) waren nur noch sehr wenig adhdrente Zellen zu finden. Bei Kultivierung in
normalem Nihrmedium waren keine Unterschiede zwischen Miz1"- und Miz1°-Zellen zu
beobachten. Da das Zytoplasma unter EBSS-Behandlung sowohl in Wildtyp-, als auch in Knockout-
Zellen kaum beurteilbar war, konnten Fluoreszenz-Farbungen mit LC3-Antikdrpern leider nicht

guantitativ ausgewertet werden.

6h

Medium

Miz"

Miz1'

Abbildung 3.2-6: Morphologische Analyse der APOZ/Cre-ER-MEFs unter EBSS-Behandlung. APOZ/Cre-ER-MEFs
wurden in Lab-Tek®s nach 48-stiindiger Tamoxifen- bzw. Ethanol-Behandlung fiir 6h in EBSS inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen fixiert, Aktin-Fasern mit Phalloidin-TRIC (rot) gefarbt und die Zellkerne mit
Hoechst 33258 gegengefarbt (blau).

3.2.3 Genexpressionsanalysen in APOZ/Cre-ER-MEFs

3.2.3.1 Bestimmung eines geeigneten Housekeeping-Gens fiir die qRT-PCR

Die Wahl eines geeigneten Referenzgens ist notwendig, um Fehler in der Berechnung der relativen
MRNA-Expression des zu untersuchenden Gens auszuschliefen. Diese kdnnten zum Beispiel durch

Fehler in der cDNA-Synthese entstehen. Als Referenzgen oder sogenanntes House-Keeping-Gen
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werden normalerweise Gene verwendet, die fiir die Zellfunktion essentiell sind und deswegen unter
jeder Bedingung exprimiert werden. Wichtig ist, dass sich die Expression des Referenzgens durch
innere, sowie dufllere Einflisse nicht verandert. Die Ermittlung des besten House-Keeping-Gens sollte
fir jede Zelllinie individuell und fir alle experimentellen Bedingungen durchgefihrt werden.

Um das am besten geeignete Referenzgen fiir die APOZ/Cre-ER-MEFs zu finden, wurden folgenden
Referenzgene getestet: Hydroxymethylbilan-Synthase  (Hmbs),  Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferasel (Hprt), Succinat-Dehydrogenase SubunitA (Sdha), Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (Gapdh), 8-Aktin und Ubiquitin-60s ribosomal protein L40 fusion protein (Ubi 1).

Die APOZ/Cre-ER-MEFs wurden zwei Tage nach der Aussaat fir weitere 48 Stunden mit Tamoxifen
bzw. einer addaquaten Menge an Ethanol als Kontrolle behandelt. Danach wurde sowohl in den mit
Tamoxifen behandelten Zellen, als auch in den Kontroll-Zellen fiir sechs Stunden durch Inkubation mit
EBSS Autophagie induziert. Zum Vergleich wurden jeweils auch Zellen fiir die gleiche Zeit in normalem
Ndhrmedium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, die RNA aufgereinigt und zur cDNA-
Herstellung verwendet. Die relative Genexpression der oben genannten Gene wurde mittels gRT-PCR
gemessen.

Die Referenzgenanalyse erfolgte durch die Computer-Software GenEx, welches mithilfe zweier
unterschiedlicher Methoden (GeNorm und Normfinder) das passende Housekeeping-Gen ermittelt.
Durch die GeNorm-Methode (Vandesompele et al., 2002) wird ein sogenannter M-Wert bestimmt,
wobei sich die besten Referenzgene einer Gruppe durch den kleinsten M-Wert auszeichnen. Hierzu
werden in den verschiedenen Bedingungen die Expression eines bestimmten Referenzgens mit den
Expressionen von einzelnen anderen Referenzgenen paarweise verglichen. Der M-Wert ergibt sich
dann aus der Bildung des Mittelwerts einer ermittelten Gen-Paar-Variation in den verschiedenen
Bedingungen. Durch Ausschluss der Gen-Paare mit hohen M-Werten ermittelt das Programm ein
geeignetes Referenzgen-Paar. Wichtig ist dabei, dass die beiden Gene nicht koreguliert werden.

Mit Hilfe der Normfinder-Methode (Andersen et al., 2004) wird der Stabilitatswert (SD-Wert) eines
Referenzgens mit Hilfe eines mathematischen Models berechnet. Im Unterschied zu GeNorm erhalt
man hier nicht ein Referenzgen-Paar, sondern nur ein bestes Referenzgen. AuRerdem kann unter
Verwendung dieses Programms auch ein Referenzgen in verschiedenen Gruppen ermittelt werden,
zum Beispiel aus verschiedenen Zelllinien. Mit Hilfe der GeNorm-Methode wurden Hmbs und Hprt als
das am stabilsten exprimierte Referenzgen-Paar ermittelt (M-Wert: 0,318). Die NormFinder-Methode
berechnete ebenfalls fiir Hprt den kleinsten SD-Wert (0,159), weshalb dieses fiir alle folgenden

Experimente als Referenzgen verwendet wurde.
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Abbildung 3.2-7: Ermittlung des geeigneten Referenzgens nach der GeNorm- und der NormFinder-Methode.
Nach 48-stiindiger Behandlung mit Tamoxifen bzw. Ethanol wurden die APOZ/Cre-ER-MEFs fiir 6 h in EBSS bzw.
Medium inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen aufbereitet und mittels Real-time-PCR analsyiert. Durch die
beiden Programme GeNorm (links) und NormFinder (rechts) wurde das geeignete Referenzgen ermittelt.

3.2.3.1 Nachweis des Miz1-Knockdowns in APOZ/Cre-ER-MEFs mit Hilfe der qRT-PCR

Um den Miz 1-Knockdown auf mRNA-Ebene ebenfalls zu zeigen, wurden die Zellen, wie unter
Abschnitt 2.2.2.4 beschrieben, zwei Tage nach dem Aussden fir 48 Stunden mit Tamoxifen oder
Ethanol behandelt und anschlieRend durch EBSS fir sechs Stunden zur Autophagie angeregt. Nach
dem Ernten der Zellen, wurden diese fiir die qRT-PCR aufbereitet. In Abbildung 3.2-8 wurde fiir die
verschiedenen Bedingungen die n-fache Expression des Miz1-Gens im Vergleich zu der in Medium

ohne Tamoxifen gemessenen Genexpression (=1) dargestellt.
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Abbildung 3.2-8: Miz1-Expression in APOZ/Cre-ER-MEFs nach 48-stiindiger Behandlung mit Tamoxifen.
APOZ/Cre-ER-MEFs wurden fir 48h in 0,01 uM Tamoxifen bzw. in einer entsprechenden Menge Ethanol
inkubiert. AnschlieBend wurden sie flir 6h in normalem Nahrmedium bzw. EBSS inkubiert und danach geerntet.
In der Abbildung wurden der Mittelwert, sowie die Standartabweichung dargestellt. Die Signifikanzen wurden
in einer einfaktoriellen ANOVA-Analyse mit anschlieBendem Bonferroni-Posttest ermittelt. Signifikante
Unterschiede wurden mit Sternen markiert. ***: p <0,001, **: p <0,01, *: p <0,05.
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Es ist erkennbar, dass durch die Behandlung mit Tamoxifen ein Miz1l-Knockdown von circa 85%
erreichen lieR (vergleiche Abb. 3.2-8 Medium/—Tamoxifen und Medium/+Tamoxifen; Mittelwert der
relative mRNA-Expression nach Tamoxifen-Behandlung: 0,15). Ahnlich wie bei den HC11-Zellen lieR
sich sowohl in der Bedingung mit, als auch in der ohne Tamoxifen-Behandlung Miz1 durch eine
sechsstiindige Behandlung mit EBSS leicht induzieren (rG: -Tamoxifen/+EBSS: 1,37; rG:
+Tamoxifen/+EBSS: 0,29). Allerdings weicht in beiden EBSS-Konditionen einer der drei Messwerte

stark vom Mittelwert ab, was zu der relativ groRen Standartabweichung fiihrte.

3.2.3.2 Expression Autophagie-assoziierter Gene in APOZ/Cre-ER-MEFs

In diesem Zellmodell sollte nun der Einfluss von Miz1 auf die Expression einiger Autophagie-
assoziierter Gene getestet werden. Hierzu wurden Atg4c, Atg5, Atg 7 und Atg9b ausgewadhlt, da diese
Gene in frilheren Experimenten dieser Arbeitsgruppe in einem anderen Zellmodell als durch Miz1
reguliert beschrieben wurden (Oppenheimer, 2009). Die gemessene Genexpression von Atg9b wurde
im Folgenden aber nicht dargestellt, da es in den APOZ/Cre-ER-MEFs so schwach exprimiert wurde,
dass die Vertrauenswiirdigkeit der Daten in Frage gestellt war. Auch hier wurde die Hohe der
Genexpression von APOZ/Cre-ER-MEFs, die mit Medium und ohne Tamoxifen behandelt waren, mit 1
gleichgesetzt und die ermittelten Expressionen in allen anderen Bedingungen als die n-fache

Expression dieses Gens dargestellt.

Atg4c Atg5 Atg7
o P * My * ok ok * ok ok
i~ i I~ —| [
5 X 3 1 I 7
7] T —n
» 154 E ¥ 34 &
g ' . ¢ ; H g’ .
S . . S . S : -
2] e — 2] e P 2, "
[ [ L (7]
o (] O
@ @ ©
2 06 2 054 2 1 —eee—
2 kY |
2 2 2
0 T T T T 0 T T T T 0 T T T T
Medium EBSS Medium EBSS Medium EBSS Medium EBSS Medium EBSS Medium EBSS
- Tamoxifen + Tamoxifen - Tamoxifen + Tamoxifen - Tamoxifen + Tamoxifen
a) b) c)

Abbildung 3.2-9: Atg 4c-, Atg 5- und Atg 7-Expression in APOZ/Cre-ER-MEFs nach 48-stiindiger Behandlung mit
Tamoxifen und anschlieBender Inkubation in EBSS. APOZ/Cre-ER-MEFs wurden fiir 48h in 0,01 uM Tamoxifen
bzw. in einer entsprechenden Menge Ethanol inkubiert. AnschlieRend wurden sie fiir 6h in normalem
Ndhrmedium bzw. EBSS inkubiert und danach geerntet. In der Abbildung wurden die Einzelwerte, der
Mittelwert, sowie die Standartabweichung dargestellt. Die Signifikanzen wurden in einer einfaktoriellen
ANOVA-Analyse mit anschlieBendem Bonferroni-Posttest ermittelt. Signifikante Unterschiede wurden mit
Sternen markiert. ***: p <0,001, **: p <0,01, *: p <0,05.

Bei allen drei untersuchten Genen zeigten sich bei Wachstum der Zellen in normalem Nahrmedium
keine Expressions-Unterschiede durch die Behandlung mit Tamoxifen. Eine Regulation dieser Gene

durch Miz1 scheint unter dieser Bedingung in den APOZ/Cre-ER-MEFs nicht gegeben.
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Die Expression von Atg4c und Atg5 liel’ sich, sowohl in Zellen, die mit, als auch in Zellen, die ohne
Tamoxifen behandelt wurden, durch EBSS leicht induzieren (durchschnittliche relative mRNA-
Expression jeweils circa 1,5-fach, siehe Abb. 3.2-9 a und b). Auch die Expression von Atg7 wurde in
beiden Bedingungen (+/- Tamoxifen) gleichermaRen induziert, insgesamt aber stirker als die der
beiden anderen untersuchten Gene (durchschnittliche relative mRNA-Expression circa 2.5-fach, siehe
Abbildung 3.2-9 ¢). Fir alle drei getesteten Gene ergaben sich in keiner der Bedingungen
Unterschiede zwischen Zellen, die mit oder ohne Tamoxifen behandelt wurden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Expression dieser Atg-Gene unter normalen
Wachstumsbedingungen und nach Induktion von Autophagie in diesem Zellmodell nicht von Miz1

abhangig ist, dass aber alle drei Gene durch EBSS induziert werden kénnen.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle von Miz1 bei zellularen Reaktionen auf ndahrstoffarme
Bedingungen in HC11-Zellen

Um die Bedeutung des Transkriptionsfaktors Miz1 fiir den autophagischen Prozess in HC11-Zellen
und APOZ/Cre-ER-MEFs zu untersuchen, wurden zuerst Genexpressionsanalysen durchgefiihrt. Es
wurde Uberprift, ob eine Induktion von Autophagie durch Nahrstoffentzug einen Einfluss auf die
Expression von Miz 1 sowie verschiedener anderer Gene hat. Um nachvollziehen zu kénnen, ob in den
mit EBSS stimulierten Zellen tatsachlich mehr Autophagie ablauft, als bei der Inkubation in normalem
Nahrmedium, wurde zunachst die Expression einiger Autophagie-abhangiger Gene gemessen. Die
Atg-Produkte tragen zu einem reibungslosen Ablauf des autophagischen Prozesses bei und konnten
bei stimulierter Autophagie verstarkt exprimiert werden. Hierflir wurde in einem ersten Experiment
der zeitliche Verlauf der mRNA-Expression von Atg9b, Atg 10 und Atg5 wahrend einem 24-stiindigen
Nahrstoffentzug mittels qRT-PCR gemessen.

Tatsdchlich stieg die Expression von Atg9b kontinuierlich an, wahrend die von Atg10 zunachst fir
einige Stunden unverandert blieb und dann aber gegen Ende der Inkubationszeit, zwischen 12 und 24
Stunden, ebenfalls zunahm (siehe Abbildung 3.1-4). Die Atg5-Expression hingegen blieb unter der
Behandlung mit nahrstoffarmem Medium wahrend des gesamten Experiments unverdandert. Das
koénnte einerseits daran liegen, dass die Zellen moglicherweise tGber groRere Atg5-Reserven verfiigen,
die bei plotzlichem Nahrstoffentzug den Bedarf an Atg5 fiir einige Zeit abdecken. In diesem Fall
wirde die Expression von Atg5 eventuell erst nach noch langerem Nahrstoffentzug (>24 Stunden)
induziert werden. Mit diesem Modell ware auch der verzogerte Anstieg der Atgl10-Expression
erklarbar. Andererseits ware auch denkbar, dass in den HC11-Zellen verstarkt der alternative, von
Atg5 und Atg7 unabhangige autophagische Weg ablduft und deshalb folglich weniger Atg5 gebraucht
wird (Nishida et al., 2009).

Die Expressionshohe von Miz1 blieb durch die Behandlung mit EBSS zundchst auf ihrem
Ausgangsniveau, stieg aber zwischen 12 und 24 Stunden leicht an (siehe Abbildung 3.1-5 und 4.1-1).
Diese Beobachtung weist daraufhin, dass der Transkriptionsfaktor wahrscheinlich eine Rolle bei der
Anpassung an nahrstoffarme Bedingungen spielt. Allerdings werden durch einen Nahrstoffentzug
neben der Autophagie auch noch andere Signalwege zur Bereitstellung von Energiereserven, wie z.B.
das Ubiquitin-Proteasom-System oder die Chaperon-vermittelte Autophagie, stimuliert (Singh and
Cuervo, 2011). Eine Aussage dariber, welcher der induzierten Stoffwechselwege durch Mizl

beeinflusst wird, ist mit Hilfe dieses Experiments leider nicht moéglich. Auf Proteinebene liel$ sich die
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Induktion der Miz 1-Expression hingegen weniger gut nachvollziehen. Hier war lediglich ein minimaler
Anstieg der Miz1-Expression innerhalb der ersten und nach 24 Stunden nach Zugabe des
Hungermediums zu verzeichnen (siehe Abbildung 3.1-13). Um sicher gehen zu kdnnen, dass es sich
bei dieser Beobachtung nicht um einen zufdlligen Unterschied handelt, miisste das Ergebnis in
weiteren biologischen Replikaten reproduziert und anschlieBend mit Hilfe densitometrischer
Ausmessung der Banden statistisch ausgewertet werden. Es wdre denkbar, dass eine Induktion der
Miz 1-Expression bereits unmittelbar nach Stimulierung der Autophagie stattfindet und sich die
Expression zum ersten Messzeitpunkt nach einer Stunde bereits wieder normalisiert hat. Um dies zu
Uberprifen, missten bei dhnlichem Versuchsaufbau zusatzliche Messzeitpunkte nach weniger als
einer Stunde eingefiihrt werden. Es ware auch moglich, dass die auf mRNA-Ebene gemessene
Zunahme der Genexpression noch nicht geniligt, um einen deutlicheren Effekt auf Proteinebene
auszulosen. Vielleicht mussten die Zellen aber auch einfach noch langer als 24 Stunden in EBSS
inkubiert werden, um eine Zunahme von Miz1 auf Proteinebene beobachten zu kénnen. In kirzlich
erschienenen Publikationen wurde eine fehlerhaft ablaufende Autophagie sowohl in Tieren mit einem
Miz 1APOZ-Domaéne-Knockout im Cerebellum als auch in Mausen mit einem Laktationsdefekt als
Folge von fehlendem Miz1 in der Brustdriise beobachtet (Sanz-Moreno et al., 2014a; Wolf et al.,
2013). In diesen Studien wurden verschiedene Zielgene von Miz1, die unter anderem an der
Regulation des autophagischen Prozesses beteiligt sind, identifiziert. Moglicherweise reguliert Miz1
diese Gene auch in den HC11-Zellen, wodurch der Anstieg von Miz 1 auf Genexpressionsebene nach
Autophagie-Induktion ebenfalls erklart werden kénnte.

Da durch die Autophagie-Stimulation eine positive Regulation der Miz1-Expression beobachtet
werden konnte, sollte im selben Experiment auch die Expression des Transkriptionsfaktors Myc, eines
wichtigen Interaktionspartners von Miz1, untersucht werden. Durch das Zusammenspiel von Miz1
mit Myc wird eine reprimierende Wirkung auf die Genexpression verschiedener Gene erzielt (Herkert

and Eilers, 2010). Bei den negativ regulierten Genen handelt es sich unter anderem um

Cip1 INK4b

Zellzyklusinhibitoren wie p21-"" oder p15™" ", aber auch um Zelladhdsionsmolekdle (siehe Abschnitt
1.2.2.2, Gebhardt et al., 2006; Herkert and Eilers, 2010). Die mRNA-Expression von Myc verringerte
sich durch Hungern der Zellen innerhalb der ersten Stunde zuniachst, lieB sich dann nach
dreistiindiger Kultivierung der Zellen in Hungermedium aber doch relativ stark induzieren (siehe
Abbildung 3.1-6 und 4.1-1). Die Tatsache, dass durch die Zugabe von EBSS zunichst weniger Myc
nachgewiesen werden kann, ldsst sich anhand bekannter Funktionen des Transkriptionsfaktors
mutmallich erklaren. Eine wesentliche Eigenschaft von Myc besteht in seiner

proliferationsfordernden Wirkung (Eilers and Eisenman, 2008). Zur Proliferation von Zellen werden
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jedoch Energiequellen bendétigt, die unter nahrstoffarmen Bedingungen nicht zur Verfligung stehen.
Eine Repression von Myc konnte also zu einer Abschwachung der Proliferation und somit zu einer
Sicherung von Energiereserven fiihren, die fiir das Uberleben der Zellen bei Nihrstoffentzug
gebraucht werden. Nach einer dreistiindigen Inkubation der Zellen in EBSS steigt die Expression von
Myc jedoch stark an und erreicht nach 24 Stunden einen durchschnittlichen Wert von circa vierfach
(im Vergleich zur Kontrolle). Dieser Effekt war zundchst Uberraschend, da erwartungsgemafR bei
einem langer andauernden Nahrstoffentzug noch weniger Ressourcen fiir energieverbrauchende
Prozesse zur Verfligung stehen sollten. Diese Beobachtung legt somit die Vermutung nahe, dass dem
Transkriptionsfaktor Myc unter nahrstoffarmen Bedingungen auch noch andere Aufgaben
zukommen. Neben der Regulation von Zellwachstum und Proliferation ist Myc auch an der Regulation
des programmierten Zelltods beteiligt (Amati et al., 1993). In verschiedenen Zelllinien fiihrt ein
langerer Nahrstoffentzug zum Absterben der Zellen durch Induktion von Apoptose (Eisler et al., 2004;
Schamberger et al., 2005). Zellen scheinen dabei in Stresssituationen zuerst mit Induktion von
Autophagie als Schutzmechanismus zu reagieren. Bei ldnger anhaltendem zelluldren Stress findet
dann ein Umschalten von Autophagie zur Apoptose oder autophagischem Zelltod statt (Maiuri et al.,
2007). Somit ware es moglich, dass Myc in HC11-Zellen bei anhaltendem Nahrstoffentzug
apoptotische Signale vermittelt, die zum Absterben der Zellen fiihren. Um diese Vermutung zu
verifizieren ware es sinnvoll, einen Apoptose-Assay durchzufiihren. In einem weiteren Experiment
koénnte bei gleichem Versuchsaufbau zum Beispiel eine mogliche DNA-Fragmentierung mit Hilfe eines
TUNEL-Assays (berprift werden. Zusatzlich wurde kirzlich auch eine Rolle fir den
Transkriptionsfaktor Myc in der Autophagie beschrieben (Toh et al., 2013). Es konnte gezeigt werden,
dass der Verlust von Myc das Ausmal’ der Autophagie verringert. Myc hemmt dabei die Autophagie
durch eine verminderte Phosphorylierung von Jnk1 und Bcl2. Im unphosphorylierten Zustand bindet
Bcl2 an Beclin1, wodurch dieses nicht mehr an der Aktivierung der Autophagie mitwirken kann (Toh
et al., 2013). Somit scheint auch Myc fiir den autophagischen Prozess essentiell zu sein, was die
Induktion der Genexpression durch die Behandlung der Zellen mit EBSS ebenfalls erklaren wiirde.
Wegen seines onkogenen Potentials unterliegt die Expression von Myc einer sehr strengen
Regulierung (Jin and Harper, 2003). Sowohl die mRNA als auch das Myc Protein sind durch einen sehr
raschen Umsatz von ca. einer halben Stunde charakterisiert (Jones and Cole, 1987). Aus diesem Grund
ware es interessant zu Uberpriifen, wie sich die beobachtete Induktion der Myc-mRNA nach
Nahrstoffentzug auf Proteinebene auswirkt. Dazu kdnnten zum Beispiel in weiterfiihrenden
Experimenten Proteinlysate im gleichen Versuchsaufbau mithilfe eines Westernblots analysiert

werden.
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Da sowohl die Genexpression von Miz1 als auch die von Myc unter ndhrstoffarmen Bedingungen
induziert wurde, sollte auch Cdknla, ein gemeinsames Zielgen der beiden Transkriptionsfaktoren,

“"1 bei dem es sich um einen Zellzyklus-

untersucht werden. Cdknla kodiert fir das Protein p21
Inhibitor handelt. Es bindet an Cyklin-abhangige Kinasen, inhibiert deren Aktivitat und verhindert
dadurch den Ubergang von der G1- in die S-Phase (Harper et al., 1993). Durch das Zusammenwirken
der beiden Transkriptionsfaktoren wird die Expression von Cdknla gehemmt, indem Myc die
transaktivierende Wirkung von Miz1 unterdriickt (Herkert and Eilers, 2010; siehe Abschnitt 1.2.2.2).
Die verstarkte Bildung von Miz1 und Myc nach sechsstiindiger Inkubation der Zellen in EBSS kénnte

zu einer gesteigerten Interaktion der beiden Transkriptionsfaktoren und folglich zu einer verstarkten

Inhibierung der Cdknla-Expression fiihren.
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Abbildung 4.1-1: Der zeitliche Verlauf der Genexpression von Miz1, Myc und Cdknla nach Induktion von
Autophagie. Kombinierte Darstellung der Ergebnisse aus Kapitel 3.1.3. HC11-Zellen wurden fiir 1-24 Stunden in
EBSS inkubiert, zu den dargestellten Zeitpunkten geerntet und fiir die Real Time-PCR aufbereitet. Die Punkte
stellen die Mittelwerte der gemessenen Genexpressionen der 3 biologischen Replikate dar. Die Expression von
Miz1 (siehe auch Abb. 3.1-5) wurde in gelb, die von Myc (siehe auch Abb. 3.1-6) in rot und die von Cdknla
(siehe auch Abb. 3.1-7) in blau dargestellt.

Die Genexpression vom Cdknla stieg durch den Nahrstoffentzug zunachst an und fiel nach circa sechs
Stunden tatsachlich wieder leicht ab, erreichte dabei aber nicht mehr den Ausgangswert (siehe
Abbildung 3.1-7 und 4.1-1). Die Tatsache, dass die Expression von Cdknla unter nahrstoffarmen
Bedingungen erst mal anstieg, lasst sich dahnlich erklaren wie die Herunterregulierung von Myc. Die
Energie, die normalerweise fiir Proliferation gebraucht wird, wird hier verwendet, um das Uberleben
der Zellen bei unzureichender Nahrstoffversorgung zu sichern. Dies wird vermutlich durch die
verminderte Myc-Expression und den damit verbundenen Wegfall der hemmenden Wirkung des

Miz 1/Myc-Komplex auf p21“™

unterstitzt. Der autophagische Prozess, sowie die Expression von
Zellzyklusinhibitoren, scheinen als Antwort auf Nahrstoffentzug in etwa gleichzeitig induziert zu
werden (Lee et al., 2012). Wie die Autophagie dabei allerdings mit dem Verlauf des Zellzyklus

verknipft ist, konnte noch nicht abschlieBend geklart werden. Lee und Kollegen haben gezeigt, dass
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Atg7, neben der Funktion im Atg5/Atg 7-Konjugationssystem, auch den Tumorsuppressor p53 bindet
und mit diesem gemeinsam unter nahrstoffarmen Bedingungen die Expression von Cdknla stimuliert.
Bei Fehlen von Atg7 wird Cdknla nicht ausreichend induziert und die proapoptotischen Eigenschaften
von p53 treten in den Vordergrund (Lee et al., 2012). Dass die Expression von Cdknla nach sechs
Stunden wieder abfillt, ist im Zusammenhang mit der andauernden Hungersituation nur schwer
nachvollziehbar, passt aber damit zusammen, dass zu diesem Zeitpunkt die Expression von Myc und
spater auch von Miz1 ansteigen (siehe Abbildung 3.1-5, 3.1-6 und 4.1-1). Wie erwartet, scheint der
Anstieg von Myc und Miz 1 eine Inhibition der p21“**-Expression zu bewirken. Fiir den Zellzyklusarrest
bei anhaltender N&hrstoffarmut sind dann vermutlich andere Zellzyklusinhibitoren (wie zum Beispiel
das Retinoblastom-Protein), die nicht durch den Myc/Miz1l-Komplex reguliert werden,
verantwortlich. Um diese Vermutung zu uberprifen, ware es sinnvoll, die Expression der
entsprechenden Gene in diesem Experiment zu messen. Es wadre auch interessant, den zeitlichen
Verlauf der p21“"'-Expression auf Proteinebene darzustellen.

Das Uberleben der Zellen durch einen Proliferationsstopp mit entsprechender Einsparung von
Energiereserven wird zu Beginn der EBSS-Inkubation also zum einen durch eine Herunterregulierung
der mRNA-Expression von Myc und zum anderen durch eine Hochregulierung von p21"* gesichert.
Bei langerfristigem Andauern des Hungerzustands scheinen sich jedoch die Aufgaben der
Effektormolekiile und damit das Genexpressionsmuster zu andern.

Um beurteilen zu koénnen, ob die beobachteten Genexpressionsmuster wirklich auf den
Nahrstoffentzug zurilickzufiihren sind und nicht etwa einen Nebeneffekt der Kultivierungsdauer an
sich darstellen, wurde ein weiteres Experiment durchgefiihrt. Dabei wurde die Expression derselben
Gene in unbehandelten Zellproben gemessen, die jeweils zur gleichen Zeit wie die EBSS-Proben
geerntet wurden. Da sich die unbehandelten HC11-Zellen durch ein reges Wachstum auszeichnen
(siehe Abbildung 3.1-8), wurden sie in diesem Experiment weniger dicht ausgesat, als im Vorherigen
(circa 40-50% konfluent).

Die Expression der meisten der getesteten Gene zeigte sich in diesem Versuch leicht verandert. Hier
reagierten die Zellen beziglich der Expression einiger Gene sensitiver auf die Behandlung mit EBSS,
als die konfluenteren Zellen vom vorherigen Experiment. So stieg die Expression von Atg9b und
Atg10 in diesem Experiment nach sechs Stunden starker an, als im vorhergehenden Experiment
(siehe Abbildung 3.1-9). Allerdings fiel deren Expression nach 24 Stunden wieder ab. Auch die
Genexpression von Miz1 wurde in den weniger konfluenten Zellen durch den Nahrstoffentzug
schneller und starker induziert als in den dichter gewachsenen Zellen, in denen ein Anstieg der

Genexpression erst nach 24 Stunden zu verzeichnen war (siehe Abbildung 3.1-10). Nach sechs
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Stunden verdoppelte sich hier die Genexpression von Miz1 im Vergleich zu den Kontrollzellen und fiel
nach 24 Stunden wieder auf den Ausgangswert ab. Dieses Ergebnis deckt sich mit Resultaten aus
friheren Diplom- und Doktorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, in denen eine Miz 1-Induktion durch
einen sechsstiindigen Aminosdure-Entzug in MEFs und AR4-2J-Zellen beschrieben wurde (Berliner,
2011; Webert, 2011; Oppenheimer, 2009). Diese Beobachtungen verstarken den Verdacht, dass Miz1
eine Rolle in der Anpassung der Zellen an nahrstoffarme Bedingungen spielt. Dabei scheint die
Genregulation durch Miz1 bei weniger konfluenten Ausgangsbedingungen vergleichsweise starker
ausgepragt zu sein.

Die Expression des Transkriptionsfaktors Myc zeigte dhnliche Tendenzen. Hier war nach sechs
Stunden bereits eine héhere Genexpression zu verzeichnen, als in den konfluenteren Zellen des
ersten Experiments nach 24 Stunden (siehe Abbildungen 3.1-6, 3.1-11, 4.1-1 und 4.1-2). Im
Unterschied zur Miz 1-Expression fiel sie aber nicht wieder auf die Ausgangswerte zuriick, sondern
stieg in einem Versuch noch weiter an und fiel im zweiten Versuch leicht ab (siehe Abbildung 3.1-11).
Ob auch hier eine Repression von Myc unmittelbar nach Autophagie-Induktion stattfindet, ist aus
diesem Experiment nicht ersichtlich, da keine Proben zu friiheren Zeitpunkten geerntet wurden. In
friheren Experimenten dieser Arbeitsgruppe wurden je nach Zelltyp verschiedene Reaktionen der
Myc-Expression auf eine Inkubation in EBSS beobachtet. In AR4-2J-Zellen wurde die Genexpression
von Myc nach 6-stiindigen Nahrstoffentzug ebenfalls induziert (Webert, 2011). MEFs zeigten unter
diesen Bedingungen hingegen eine Herunterregulierung der Myc-Expression (Berliner, 2011). Auch in
A31-Zellen wurde bei Inkubation in Serum-freien Medium bereits nach 45 Minuten ein Riickgang der
Myc-Genexpression beobachtet (Dean et al., 1986).

Die Expression von Cdknla zeigte sich im Vergleich zum Vorexperiment unverandert. Im Vergleich zu
Kontrollzellen war auch hier die Genexpression nach sechs Stunden erhoht und fiel zwischen sechs
und 24 Stunden wieder leicht ab (siehe Abbildungen 3.1-7, 3.1-12, 4.1-1 und 4.1-2). Die Expression
von Cdknla scheint also durch die Dichte der Zellen unbeeinflusst zu bleiben. Auch hier wadre eine
Regulation von p21<"* durch Miz1 und Myc denkbar, da Myc-Level zwischen sechs und 24 Stunden
ansteigen, wahrend die von Cdknla sinken. Warum allerdings auch die Expression von Miz1 in diesem

1! quswirkt, ist unklar. Es kénnte sein,

Zeitraum abfallt und wie sich das auf die Hemmung von p2
dass die Bindung zwischen Miz1 und Myc, die fir eine suffiziente Inhibierung von p21“"* notwendig
ist, durch die Behandlung mit EBSS beeintrachtigt ist und die Expression von Myc im Sinne einer
negativen Feedback-Schleife induziert wird.

Dass eine Zunahme der Zelldichte Unterschiede im Genexpressionsmuster bewirkt, wurde schon in

friheren Arbeiten in verschiedenen Zelllinien beobachtet (Altiok and Groner, 1998; Lai and Pittelkow,
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2004; Poumay and Pittelkow, 1995). Bei den HC11-Zellen handelt es sich um eine epitheliale
Brustdriisen-Zelllinie, die durch die Zugabe verschiedener Faktoren (siehe Abschnitt 3.1.1; Ball et al.,
1988) zur Differenzierung und Laktation angeregt werden kann. Eine Voraussetzung fiir die Induktion
der Milchproteinproduktion sind Interaktionen der Zellen untereinander, die nur bei vollstandiger
Konfluenz der Zellen gewahrleistet ist (Altiok and Groner, 1998). Moglicherweise beeinflusst die
Zelldichte auch die Expression von Miz1, Myc, Atg9b und Atg 10 unter ndhrstoffarmen Bedingungen,

wodurch die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Experimente erklart werden kdénnten.
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Abbildung 4.1-2: Der zeitliche Verlauf der Genexpression von Miz1, Myc und Cdknla nach Induktion von
Autophagie in weniger dicht gewachsenen HC11-Zellen. Kombinierte Darstellung der Ergebnisse aus Kapitel
3.1.3. HC11-Zellen wurden fiir 6 und 24 Stunden in Vollmedium bzw. EBSS inkubiert, zu den beiden Zeitpunkten
geerntet und fur die Real Time-PCR aufbereitet. Die Punkte stellen die Mittelwerte der gemessenen
Genexpressionen der 2 biologischen Replikate dar. Die Expression von Miz1 (siehe auch Abb. 3.1-10) wurde in
gelb, die von Myc (siehe auch Abb. 3.1-11) in rot und die von Cdknla (siehe auch Abb. 3.1-12) in blau
dargestellt.

Bei den in Vollmedium gewachsenen Zellen fiel auf, dass sowohl die mRNA-Expression von Myc, als
auch von Atg 10 zwischen sechs und 24 Stunden leicht angestiegen war (siehe Abbildung 3.1-9b und
3.1-11), wéhrend die Expressionshéhe der Ubrigen gemessenen Gene unverdndert blieb (siehe
Abbildung 3.1-9a, 3.1-10 und 3.1-12). Die Zunahme der Myc-Expression liegt vermutlich am
wachstumsfordernden Effekt des Transkriptionsfaktors auf proliferierende Zellen. Nach Erreichen der
Konfluenz sollte diese wieder abnehmen (Dean et al., 1986; Grolli et al., 1997). Warum die Expression
von Atg 10 zunimmt, ist unklar. Atg 10 wirkt, wie in Abschnitt 1.1.1.5 beschrieben, als konjugierendes
Enzym (E2) in einer der Ubiquitin-dhnlichen Reaktionen. Es vermittelt die Bindung von Atg12 an Atg5
und tragt somit zur Elongation der Isolationsmembran bei (Yamaguchi et al., 2012). In verschieden
Krebszelllinien fihrte eine Hochregulierung von Atg 10 zur Proliferationshemmung (Cho et al., 2013).
Funktionen von Atgl0 im Rahmen des Zellzyklus in normalen Zellen wurden bisweilen nicht
beschrieben. Es ware denkbar, dass Atgl10 in dicht gewachsenen Zellen einen Wachstumsstopp

bewirkt. Ob die gemessenen Veranderungen dieser beiden Gene durch die Zunahme der Zelldichte
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oder aber durch die Kultivierungsdauer zustande kommen, konnte in diesem Experiment nicht
festgestellt werden. Moglicherweise hat sich die Genexpression der Zellen unter
Wachstumsbedingungen auch schon im Zeitraum zwischen 0 und 6 Stunden verdandert. Um das zu
Uberprifen, ware eine Probenentnahme zu Beginn des Experiments nétig gewesen. Falls sich die
Genexpression in diesem Zeitraum tatsachlich verandert, hatte eine solche Zellprobe als Bezugsprobe
fir die Berechnung der relativen mRNA-Expression zu anderen Werten gefiihrt. Aus diesem Grund
wurde in Abbildung 4.1-2 der Verlauf der Genexpression in den ersten 6 Stunden mit abgeschwachter
Farbintensitdt dargestellt. Um die Ergebnisse mit statistischen Auswertungen zu untermauern,

musste der Versuch noch mindestens ein drittes Mal wiederholt werden.

4.2 Autophagie in HC11-Zellen in Abhangigkeit von Miz1l und Myc,
sowie deren Interaktion

Fir weitere Untersuchungen des autophagischen Prozesses in Abhangigkeit von den
Transkriptionsfaktoren Miz1 und Myc, wurden HC11-Zellen mit unterschiedlichen Vektorkonstrukten
(pBABE-puro-@, pBABE-puro-Miz1, pBABE-puro-Myc, pBABE-puro-MycV394D, pBABE-puro-ShScr und
pBABE-puro-shMiz1) infiziert (siehe Abschnitt 3.1.5). Zur Stimulierung der Autophagie in diesen
Zelllinien wurde genau wie bei den oben bereits diskutierten Experimenten EBSS verwendet. Da die
autophagische Aktivitat einer Zelle immer sowohl durch die Syntheserate neuer Autophagosomen, als
auch von deren Abbaugeschwindigkeit bestimmt wird (Klionsky et al., 2008b), kamen bei diesem
Experiment zusatzlich lysosomale Inhibitoren zum Einsatz. Durch die Verwendung dieser Inhibitoren
sollte der autophagische Flux in den Zellen unterbrochen werden, wodurch eine Kompensation einer
moglicherweise gesteigerten Autophagosomen-Syntheserate durch einen ebenfalls vermehrten
Abbau dieser nicht mehr stattfinden kann. Infolgedessen akkumulierten die Autophagosomen und
konnten anschlieBend mit Hilfe immunzytochemischer Farbungen untersucht werden. Zur Darstellung
von Autophagosomen und Autolysosomen wurde LC3 angefdrbt. Unterschiede beziglich ihrer
autophagischen Aktivitdt, welche durch die Quantifizierung der angefarbten Autophago- bzw.
Autolysosomen ermittelt wurden, sind fir die unterschiedlichen Zelllinien in Tabelle 4.1 noch einmal
zusammengefasst.

Obwohl die durch Immunfluoreszenzmikroskopie ermittelte Anzahl der LC3-Punkte generell die
Anzahl der Autophagosomen recht genau wiederspiegelt, bringt die Quantifizierung der Punkte
dennoch einige technische Probleme mit sich, die bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet

werden sollten (Mizushima et al., 2010b). So werden zum Beispiel bei der konventionellen (nicht
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konfokalen) Fluoreszenzmikroskopie die Signale der gesamten Zelle in einem einzigen Bild erfasst. Da
die Autophagosomen aber in verschiedenen Tiefenebenen der Zellen verteilt sind, kann es bei dieser
Technik zur Uberlagerung von LC3-Punkten kommen. Diese kdnnten dann filschlicherweise als nur
ein Autophagosom bzw. bei Uberlagerung durch den Zellkern gar nicht gewertet werden. AuRerdem
konnte gezeigt werden, dass neben exogenem, durch Transfektion Uberxprimiertem LC3 auch
endogenes LC3 eine erhohte Neigung zur Aggregation aufweist (Kuma et al., 2007). Da sich solche
Aggregate ebenfalls als leuchtende runde Punkte darstellen, kdénnten sie versehentlich fir
Autophagosomen gehalten werden und somit zu einer Verfalschung der Ergebnisse fiihren. Aus
diesem Grund wurden im weiteren Verlauf der Arbeit die in diesem Experiment gefundenen

Unterschiede zusatzlich mittels Elektronenmikroskopie Gberpruift.

Medium EBSS
Medium + EBSS +

Inhibitor Inhibitor
ShScr 3.85 4.43 6.3 7.28
ShMMiz1 4.3 491 6.91 7.74
pBABE-puro 3.79 4.75 6.82 7.73
Miz11 5.05 5.47 8.01 8.81
Myc? 5.64 6.83 10.65 16.22
MycVD1 3.69 4.65 6.96 9.24

Tabelle 4.1: Ubersicht zur autophagischen Aktivitit in den verschiedenen Zelllinien. Die mit den dargestellten
Konstrukten infizierten HC11-Zellen wurden fiir 6h entweder in Vollmedium oder in EBSS, jeweils mit oder ohne
lysosomale Inhibitoren, inkubiert. Die Zahlenwerte beschreiben die durchschnittliche Anzahl von
Autophagosomen pro Zelle.

HC11-Zellen, die Miz1 Uberexprimierten, zeigten in diesem Experiment in allen Bedingungen eine
leicht erhohte autophagische Aktivitat im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen,
wohingegen in Zellen mit herunterreguliertem Miz1l keine Unterschiede beziiglich der Kontrolle
gefunden werden konnten (siehe Tabelle 4.1 und Abbildungen 3.1-17 - 3.1-24). Die leichte
Hochregulierung der Autophagie in den Miz1-lberexprimierenden Zellen spricht, zusatzlich zu den
oben bereits diskutierten Ergebnissen (siehe Abschnitt 4.1), fiir eine Beteiligung von Miz1 an der
Regulierung der Autophagie. Wenn eine Uberexpression von Miz1 zu einer verstirkt ablaufenden
Autophagie fihrt, liegt die Vermutung nahe, dass eine Repression von Miz1l umgekehrt zu einer
Inhibierung des Prozesses fiihren konnte. Im Einklang mit dieser Hypothese steht die bereits
erwdhnte Publikation von Wolf und Kollegen, die eine fehlerhaft ablaufende Autophagie durch eine
Herunterregulierung von Miz1 im Kleinhirn von Mausen beschreibt (Wolf et al., 2013). Auch in der
Madusen mit Miz1lAPOZ-Domdne Knockout konnte eine

Brustdriise von laktierenden
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Herunterregulierung Autophagie-assoziierter Gene gezeigt werden (Sanz-Moreno et al., 2014). Dass
dieses Ergebnis in der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden konnte, kénnte eventuell an
einem unzureichenden Knockdown von Mizl durch die verwendeten Vektoren liegen (siehe
Abschnitt 3.1.5.1 - 3.1.5.2), aber auch daran, dass hier mit einer Brustdriisen-Zelllinie (also nicht mit
primaren Zellen) gearbeitet wurde.

Deutlichere Unterschiede zeigten Zellen, die Myc lberexprimierten. Diese Zellen zeichneten sich im
Vergleich zu allen anderen untersuchten Zelllinien in allen Bedingungen durch eine erhoéhte
autophagische Aktivitat aus (siehe Tabelle 4.1 und Abbildungen 3.1-17 - 3.1-24). Besonders klar zeigte
sich dieser Unterschied unter nahrstoffarmen Bedingungen bei Einsatz von lysosomalen Inhibitoren.
Wie oben bereits besprochen, konnte in einer friiheren Publikation gezeigt werden, dass eine
Herunterregulierung von Myc zu einer verstarkten Interaktion zwischen Bcl2 und Beclin1 und damit
zu einer fehlerhaft ablaufenden Autophagosomenbildung fiihrt (Toh et al., 2013). Im Umkehrschluss
wire bei einer Uberexpression von Myc eine Reduzierung des hemmenden Einflusses von Bcl2 und
folglich eine Zunahme der autophagischen Aktivitat denkbar.

Interessanterweise fanden sich in Zellen, die die Myc-Mutante V394D exprimierten, dhnlich viele
Autophagosomen wie in den entsprechenden Kontrollzellen (siehe Tabelle 4.1 und Abbildungen 3.1-
17 - 3.1-24). Lediglich bei Inkubation mit EBSS und Einsatz lysosomaler Inhibitoren zeigten sie eine
leicht erhohte autophagische Aktivitat, die jedoch deutlich schwacher ausgepragt war als in den
Wildtyp-Myc-Zellen. Diese durch die Fluoreszenzmikroskopie ermittelten Unterschiede zwischen den
Myc- und den MycVD-lberexprimierenden Zellen konnten anschlieBend mit Hilfe
elektronenmikroskopischer Aufnahmen Uberprift und bestétigt werden (siehe Abbildungen 3.1-25 -
3.1-26). Auch hier zeigten sich bei Behandlung mit EBSS und lysosomalen Inhibitoren mehr
Autophagosomen in den Zellen, die Myc liberexprimierten. Diese Beobachtungen deuten daraufhin,
dass der Transkriptionsfaktor Myc fiir die Regulation der Autophagie zwar sehr wichtig ist, dabei
jedoch zusatzlich seine Interaktion mit Miz1 eine entscheidende Rolle zu spielen scheint.

Die gesteigerte autophagische Aktivitdat von Zellen, die Myc iberexprimieren im Vergleich zu Zellen,
die mit der MycVD-Mutante infiziert wurden, kann verschiedene Ursachen haben. Zu den bekannten
Aufgaben des Transkriptionsfaktors Myc gehort die Stimulation von Zellwachstum und Proliferation
(Dai and Lu, 2008). Grundlage fir das Zellwachstum ist eine Zunahme der Zellmasse, welche
wiederum von der Synthese neuer Proteine und anderer Makromolekiile abhdngt (Gomez-Roman et
al., 2003; Schuhmacher et al., 1999). Myc reguliert die Ribosomen-Biosynthese und die Translation
von Proteinen, indem es die Transkription verschiedener Gene induziert, die fir diese Prozesse

essentiell sind (Dai and Lu, 2008). Dazu gehoren beispielsweise die Gene der drei RNA-Polymerasen,
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sowie eine Vielzahl ribosomaler Proteine (z.B. Nucleolar protein 56, Block of proliferation 1, Fibrillarin,
Nucleolin, Nucleophosmin). Weiterhin fordert Myc die mRNA-Translation durch Genregulation von
Transkriptions-Initiationsfaktoren (z.B. elF4F, elF2a, elF4A1, elF4G1) (Dai and Lu, 2008; van Riggelen
et al., 2010). Ein verstarkter Umsatz von Proteinen bei raschem Wachstum fiihrt zum einen zu einem
vermehrten Anfall von Abfallprodukten, von denen die Zelle gereinigt werden muss, zum anderen
herrscht unter solchen Bedingungen, dhnlich wie in Tumorzellen, ein sehr hoher Energiebedarf (Yang
et al., 2011). Eine gesteigerte autophagische Aktivitat kénnte bei Uberexpression von Myc also
sowohl zur Reinigung der Zellen, als auch zur Bereitstellung von Energieresourcen beitragen. In
diesem Fall wiirde der Transkriptionsfaktor die Autophagie nicht direkt regulieren, sondern diese als
Konsequenz einer gesteigerten Proteinbiosynthese indirekt stimulieren. Es ware maoglich, dass die
Regulation dieser Prozesse durch die fehlende Interaktion zwischen Miz1 und Myc in den Zellen, die
die Mutante MycVD (iberexprimieren, nicht im selben AusmaR stattfindet. Ein vermindertes
Zellwachstum und eine verringerte Proliferationsrate kdnnten in diesen Zellen also einen geringeren
Bedarf an autophagischer Aktivitat erklaren. Das Proliferationsverhalten von MycV394D- im Vergleich
zu Wildtyp-Myc-lUberexprimierenden Zellen wurde in frilheren Veroffentlichungen unterschiedlich
beschrieben. Herold und Kollegen beschreiben einen nur geringfligig starker stimulierenden Effekt
von Wildtyp-Myc im Vergleich zur Mutante MycVD auf die Proliferation von infizierten Ratl-Zellen,
welcher allerdings mit Hilfe einer BrdU-Farbung nicht bestatigt werden konnte (Herold et al., 2002).
Auch eine Uberexpression der beiden Myc-Vektoren in neuronalen Progenitorzellen fiihrte zu einem
gleichartigen Proliferationsverhalten (Kerosuo et al., 2008). Lymphomzellen, die retroviral mit einem
MycV394D-Konstrukt infiziert wurden, zeigten eine eingeschrankte Zellproliferation im Vergleich zu
Zellen, die mit Wildtyp-Myc infiziert waren (Riggelen et al., 2010). Experimente unserer Arbeitsgruppe
(A. Sanz-Moreno, nicht veroffentlicht) zeigten, dass HC11-Zellen, die MycVD liberexprimieren, im
Vergleich zu Zellen, die WT-Myc Uberexprimieren, weniger stark proliferieren. Ein Hinweis auf eine
moglicherweise gesteigerte Proteinbiosynthese zeigte sich in den elektronenmikroskopischen
Aufnahmen der beiden Zelltypen, in denen Myc-Zellen durch ein ER mit dilatierten Zisternen
aufgefallen waren (siehe Abbildung 3.1-25 c+d).

Ferner konnte es auch sein, dass die gefundenen Differenzen in den Zellen mit den verschiedenen
Myc-Konstrukten auf eine ungleiche Autophagosomen-Abbaurate zurlickzufiihren sind.
Moglicherweise werden die Autophagosomen in Wildtyp-Myc-Zellen vergleichsweise langsamer
abgebaut und reichern sich demzufolge an. Zur Uberpriifung dieser Hypothese ist es hilfreich, die
ermittelten Autophagosomen-Anzahlen innerhalb einer Zelllinie unter nahrstoffarmen Bedingungen

jeweils mit und ohne Autophagie-Inhibitoren zu vergleichen. Ware der lysosomale Abbau in einer der
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beiden Zelllinien generell beeintrachtigt, wiirde der Einsatz lysosomaler Inhibitoren wahrscheinlich zu
keiner bedeutenden zusatzlichen Anreicherung von Autophagosomen fiihren. Der zahlenméRige
Unterschied zwischen stimulierten Zellen, die mit bzw. ohne die Inhibitoren behandelt wurden,
miusste also kleiner sein, als in Zellen mit regularer Autophagosomen-Abbaurate. Hier zeigte sich nach
Induktion der Autophagie ein Unterschied von 5,57 LC3-Punkten (52,3%ige Zunahme von LC3-
Punkten in der Kondition EBSS + Inhibitoren im Vergleich zu EBSS allein; siehe Tabelle 4.1) in Wildtyp-
Myc-Zellen in Abhangigkeit von den lysosomalen Inhibitoren. In Zellen, die mit der Myc-Mutante
V394D infiziert waren, stieg die Anzahl der Autophagosomen nach Einsatz lysosomaler Inhibitoren
jedoch durchschnittlich nur um 2,28 Punkte pro Zelle (32,76%ige Zunahme von LC3-Punkten in der
Kondition EBSS + Inhibitoren im Vergleich zu EBSS allein; siehe Tabelle 4.1) und damit sogar weniger
als in den Wildtyp-Myc-Zellen an (siehe Tabelle 4.1). Diese Beobachtungen machen eine verminderte
lysosomale Abbaurate als Ursache fiir die Autophagosomenanreicherung in den Wildtyp-Myc-Zellen
eher unwahrscheinlich, sollten aber in weiteren Experimenten durch Anwendung anderer Methoden
(z.B. einer LAMP 1-Farbung) tGberprift werden.

Zuletzt ware auch denkbar, dass die Interaktion zwischen Miz1l und Myc bei der Regulation des
autophagischen Prozesses selbst eine Rolle spielt. Durch den Wegfall dieser Interaktion in der Myc-
Mutante V394D koénnte eventuell die verminderte autophagische Aktivitdt im Vergleich zu den mit
Wildtyp-Myc infizierten Zellen erklart werden. Eine Regulierung der Autophagie durch die beiden
Transkriptionsfaktoren auf Genexpressionsebene ware moglich. Wie in Kapitel 1.2.2.1 bereits
ausfihrlich beschrieben, werden verschiedene Gene durch Miz1 transaktiviert. Durch eine Bindung
von Myc an Miz1 kommt es jedoch zur Repression derselben Gene (Herkert and Eilers, 2010). Mittels
High-Throughput-Screening konnten in Mausfibroblasten 541 Gene identifiziert werden, deren
Expression auf diese Weise reguliert werden (Walz et al., 2014). Ob dieser Regulationsmechanismus
auch fiir die Autophagie von Bedeutung ist, sollte nun mit Hilfe von Genexpressionsanalysen
untersucht werden. Dazu wurden, wie bei der mikroskopischen Analyse, HC11-Zellen, die entweder
Myc oder MycV394D (berexprimierten, verwendet und mit EBSS stimuliert. Bei den untersuchten
Genen handelt es sich um Atg 3, Atg4a, Atg4c, Atg5 und Atg 12. Die entsprechenden Proteine sind,
wie in Kapitel 1.1.1.5 beschrieben, an der Elongation der Phagophore beteiligt. Bei Atg4a und 4c
handelt es sich um Homologe von Atg4, welches an der Prozessierung von LC3 beteiligt ist. Bei
Saugern kommen insgesamt vier Atg4-Homologe vor (Atg4a, Atg4b, Atg4c und Atg4d), die sich durch
eine unterschiedliche Spezifitdit bezlglich ihrer Substrate, den Atg8-Homologen (u.a. LC3)
auszeichnen. Fir das in dieser Arbeit gemessene Atg4a scheinen die Atg8-Homologe GABARAP und

GATE 16 die besten Substrate zu sein, wahrend Atg4c durch eine sehr schwache Substratspezifitat
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bezlglich aller Atg8-Homologe charakterisiert ist (Li et al., 2011). AuRerdem wurden einige der von
Wolf und Sanz-Moreno und Kollegen beschriebenen Gene, die von Mizl-abhadngig exprimiert werden
und an der Regulierung des autophagischen Prozesses beteiligt sind, untersucht. Es handelte sich um
Exoc2, Vamp4, Pikfyve, Spast und Ambral. Eine Ubersicht der Ergebnisse der Genexpressions-
analysen ist in Tabelle 4.2 aufgefiihrt.

Obwohl sich bei der immunhistochemischen Farbung von LC3 zwischen den Myc- und MycVD-
Uberexprimierenden Zellen bereits ohne Stimulierung der Autophagie unterschiedliche Tendenzen
bezlglich ihrer autophagischen Aktivitit zeigten, konnte auf Genexpressionsebene kein
nennenswerter Einfluss der beiden Vektoren auf die hier untersuchten Gene gefunden werden (siehe

Tabelle 4.2).

Vollmedium Hungermedium (EBSS)

Myc MycVD Myc MycVD
Atg3 (1) (0‘36) (1:)1) (175)
Atg4a (1) (136) (037) (1TEI3)
Atg4c (1) ((;);) (17))2) (0:9)
Atg5 (1) (17))3) (0:3) (1.49)
Atg12 (1) (1<,_1)9) (2T(IS) (4.2)
Ambra 1l (1) (1?6) (1(._1)1) (1.133)
Exoc2 (1) (1(;))3) (0:1) (0:2)
Pikfyve (1) (1?6) (132) (139)
Vamp4 (1) (6,—;) (037) (0:;4)
Spast (1) (17))5) (1:)2) (1.7)

Tabelle 4.2: Ubersicht iiber die gemessenen Genexpressionen in Zellen, die Myc oder MycVD
liberexprimierten. Die mit den jeweiligen Konstrukten infizierten HC11-Zellen wurden fiir 6h in Vollmedium
oder EBSS inkubiert. Die flr die jeweiligen Gene gemessene relative Genexpression bezieht sich auf Zellen, die
Myc UGberexprimierten und in Vollmedium inkubiert wurden. Bei den in Klammern dargestellten Zahlenwerten
handelt es sich um den Mittelwert der relativen Genexpression aus 3 unabhdngigen Experimenten.
Unterschiede wurden folgendermaBen dargestellt: <> = kein Unterschied, 1 = leicht erhdhte Expression (rel.
Genexpression > 1.49), 11 = erhohte Genexpression (rel. Genexpression >1,8), statistisch signifikante
Unterschiede wurden dunkelrot markiert.

Da in diesem Experiment aber nicht alle an der Autophagie beteiligten Gene untersucht wurden, ware
es moglich, dass andere Gene durch die Expression der beiden Myc-Vektoren unterschiedlich

reguliert werden. Deutlichere Unterschiede hinsichtlich ihrer Genexpression zeigten sich hingegen
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nach Induktion der Autophagie durch EBSS. Wahrend in den MycVD-Uberexprimierenden Zellen,
dhnlich wie in den Kontrollzellen (siehe Tabelle 4.2 und Abschnitt 3.1.7.1 - 3.1.7.2), die Expression
einiger Gene (Atg4a, Atg5, und Atg12, Ambral und Spast) durch die Inkubation mit EBSS stimuliert
wurde, veranderte sich die Expression derselben Gene in den Wildtyp- Myc-Zellen kaum (siehe
Tabelle 4.2 und Abschnitt 3.1.7.1 - 3.1.7.2).

Dass Atg5, Atg12 und Spast in den Zellen mit mutiertem Myc unter nahrstoffarmen Bedingungen
signifikant starker exprimiert wurden als in den Wildtyp-Myc-Zellen, Uberraschte in der
Zusammenschau mit den morphologischen Befunden zunachst. Bei diesen war im Vergleich zu den
Wildtyp-Zellen eine geringere autophagische Aktivitdat nach Inkubation mit EBSS aufgefallen, weshalb
auch ein niedrigerer Bedarf an Nachschub von Atg-Proteinen und demzufolge eine schwéchere
Transkription der entsprechenden Gene gut vorstellbar gewesen ware. Vermutlich hemmt Miz1
durch seine Interaktion mit Myc die Expression dieser drei Gene, wahrend in der Mutante MycV394D
dieser drosselnde Effekt wegfdllt. Dieser regulatorische Mechanismus wurde, wie oben schon
erwdhnt, flr andere Gene (zum Beispiel Cdknla) bereits beschriebenen (Herkert and Eilers, 2010). In
Brustdriisengewebe wurden Spast und Ambral bereits als direkte Zielgene von Miz1 beschrieben
(Sanz-Moreno et al., 2014). Auch Atg5 wurde in Hela-Zellen sowohl von Miz1 als auch von Myc
gebunden, was den von Herkert und Eilers beschriebenen regulatorischen Mechanismus gut
vorstellbar macht (Walz et al., 2014). Inwiefern diese Gene auch in HC11 direkte Zielgene fir Miz1
und Myc darstellen bzw. ob auch Atgl12 von Miz1l direkt gebunden wird, misste in weiteren
Experimenten zum Beispiel mittles Chromatin-Immunoprazipitation untersucht werden.
Moglicherweise handelt es sich bei der gesteigerten Genexpression von Atg5, Atg12 und Spast aber
auch um einen Anpassungsmechanismus an den Wegfall der Interaktionsfahigkeit zwischen Miz1 und
Myc. Als Reaktion auf eine eventuell fehlerhaft ablaufende Autophagie in den MycVD-
Uberexprimierenden Zellen, ware denkbar, dass Atg5, Atg12 und Spast, aber moglicherweise auch
andere, hier nicht untersuchte Autophagie-assoziierte Proteine, kompensatorisch vermehrt gebildet
werden. Generell sollte bei der Beurteilung dieser Beobachtungen bedacht werden, dass es sich um
eine Uberexpression einer von exogen zugefiihrten Myc- bzw. MycVD-Sequenz handelt. In den mit
der Myc-Mutante infizierten Zellen kommt also neben dem kiinstlich induzierten,
bindungsdefizienten Myc auch noch das endogene Myc vor, welches normal mit Miz1 interagieren
und somit eventuell zu einem regularen Ablauf der Autophagie beitragen kann. Um diesen Effekt
vollstandig zu unterbinden, misste ein MycVD-KnockIn-Modell verwendet werden. Aullerdem ist zu

beachten, dass es sich um eine Uberexpression humaner Myc-Sequenzen in Maus-Zellen handelt. Es
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ware denkbar, dass sich das humane Myc von murinem Myc leicht unterscheidet und in den Maus-
Zellen eine leicht veranderte Wirkung im Vergleich zum endogenen Myc entfaltet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde leider nicht untersucht, ob Bc/2 durch die beiden Myc-Varianten
nach Induktion der Autophagie unterschiedlich stark exprimiert wird. Patel und McMahon konnten
zeigen, dass Miz1 die Expression von Bcl/2 positiv reguliert, wahrend sie in Anwesenheit von Myc
gehemmt wird (M6roy et al., 2011; Patel and McMahon, 2007b). Eine verstarkte Expression von Bc/2
durch die Uberexpression der Mutante MycV394D kénnte in den entsprechenden Zellen eine
vermehrte Bindung an Beclin1 zur Folge haben, wodurch die Autophagie gechemmt wiirde.

Neben der Regulation der Autophagie auf Genexpressionsebene, ware auch eine Beeinflussung der
Autophagie-Maschinerie im Zytoplasma denkbar. Peukert und Kollegen konnten zeigen, dass Miz1
auch im Zytoplasma vorkommt und vermuteten, dass es durch Bindung an Myc, welches im
Unterschied zu Miz1 die notwendige Kernlokalisierungssequenz aufweist, in den Kern gelangt
(Peukert et al., 1997; siehe Abschnitt 1.2.2.3). Da Miz1 in der Myc-Mutante V394D nicht an Myc
binden kann, konnte moglicherweise der Transport von Miz1 aus dem Zytoplasma in den Zellkern
reduziert sein und folglich zu einer erhéhten Aktivitat von Miz1 im Zytoplasma fiihren. Bei einer der
beschriebenen Funktionen von Miz1l im Zytoplasma handelt es sich um die Hemmung der TNFa-
induzierten Jnk-Aktivierung (Liu et al., 2009). Im inaktiven Zustand ist Jnk nicht in der Lage, Bcl2 durch
Phosphorylierung zu hemmen. Dadurch kann Bcl2 an Beclinl binden und die Autophagie negativ
regulieren (Toh et al.,, 2013), womit die abgeschwachte autophagische Aktivitdt in den MycVD-
Uberexprimierenden Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen ebenfalls erklart werden kdnnte. Ein
stimulierender Einfluss von TNFa auf den autophagischen Prozess wurde bereits fiir verschiedene
Zelltypen beschrieben (Cha et al., 2013; Jia et al., 2006; Lin et al., 2013). Ob TNFa auch in HC11-Zellen
exprimiert wird und somit als Regulatormolekiil der Autophagie in Frage kommt, kdnnte in weiteren
Experimenten z.B. durch Genexpressionsanalysen ermittelt werden.

Es ware weiterhin interessant gewesen, das Experiment auf die Messung weiterer fiir die Autophagie
relevante Genen auszudehnen, sowie die Expression der verschieden Gene unter dem Einfluss der

lysosomalen Inhibitoren zu messen.

4.3 Untersuchung der Autophagie in embryonalen Mausfibro-
blasten mit induzierbarem Miz1/APOZ-Domane-Knockout

In verschiedenen frilheren Arbeiten unserer Gruppe wurde bereits ein moglicher Einfluss des

Transkriptionsfaktors Miz1l auf die Autophagie untersucht. Hierzu wurden embryonale
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Mausfibroblasten verwendet, die zuvor aus Miz1/POZ-Doméane-Knockout Ma&usen isoliert worden
waren. Als Kontrolle fiir diese Untersuchungen diente eine weitere MEF-Zelllinie, in der die POZ-
Domane des Miz 1-Gens nicht deletiert war. In diesen Experimenten war aufgefallen, dass Zellen ohne
funktionelles Miz1 empfindlicher auf Nahrstoffentzug reagierten und eine erhéhte Sterblichkeit im
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen aufwiesen (Oppenheimer, 2009). Zusatzlich wurde
beobachtet, dass Miz1 die Expression einiger Autophagie-abhangiger Gene sowohl in nadhrstoffarmer
als auch in nahrstoffreicher Umgebung beeinflusst. Wahrend basaler Autophagie zeigte sich eine
Miz 1-abhangige Genexpression von Atg9b, Atg16/2, Atg4c, Atg5 und Atg7 (Berliner, 2011;
Oppenheimer, 2009; Mdller 2008). Nach sechsstiindiger Inkubation der Zellen in EBSS wurden fir
Atg9b und Atg 7 unterschiedliche Expressionen in Relation zu Kontrollzellen gemessen, wahrend sich
die Expression von Atg4c und Atg5 durch EBSS in beiden Zelllinien nicht induzieren lieR
(Oppenheimer, 2009). Ob die beobachteten Genexpressionsunterschiede in diesen Zellen einen
Einfluss auf die Proteinbiosynthese haben, wurde im Rahmen dieser Arbeiten nicht untersucht.
Problematisch bei der Beurteilung der gefundenen Unterschiede war die Tatsache, dass die
verwendeten MEFs aus zwei verschiedenen Tieren mit unterschiedlichen Geschlechtern isoliert
worden waren. Zusammen mit potentiellen genetischen Varianzen, unabhangig von der Miz1/P0OzZ-
Domaéne, kdnnte dieser Umstand moglicherweise zu den beobachteten Unterschieden in Bezug auf
den autophagischen Prozess beigetragen haben, ohne dabei durch Mizl selbst induziert worden zu
sein. Darlber hinaus ware denkbar, dass die beiden Zelllinien durch haufiges Passagieren
unterschiedliche Mutationen erlangt haben (Berliner, 2011), die eventuell eine Anpassung der Zellen
an das fehlende Miz1 durch Regulierung kompensatorischer Mechanismen ermdoglichten. Um eine
mogliche Fehlinterpretation der Rolle von Miz1l fiir die Autophagie durch diese potentiellen
Einflussfaktoren auszuschlieRen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunachst versucht, in
einer immortalisierten Zelllinie (HC11) einen transienten Knockdown des Miz1-Gens mit Hilfe von
spezifischer siRNA zu erreichen (Daten nicht gezeigt). Da sich weder durch diese Methode noch durch
shRNA vermittelte RNA-Interferenz eine ausreichende Repression von Miz1 erzielen liell, wurde ein
Zellmodell (APOZ/Cre-ER-MEFs) entwickelt, in dem ein POZ-Domane-Knockout des Miz1-Gens mit
Hilfe des Ostrogen-Rezeptor-Modulators Tamoxifen induziert werden kann (siehe Abschnitt 3.2.1).

Mittels spezifischer Primer konnte zunichst in einer konventionellen PCR mit anschlieBender
Gelelektrophorese die erwartete rekombinante Bande (das DNA-Stlick, in dem die Sequenz fir POZ-
Domane durch die Behandlung mit Tamoxifen ausgeschnitten wurde) nachgewiesen werden (siehe
Abschnitt 3.2.1). In gRT-PCR Experimenten konnte eine starke Herunterregulierung der Miz1-

Expression, von ca. 85% bestatigt werden. In den APOZ/Cre-ER-MEFs lieR sich also zumindest auf
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mMRNA-Ebene ein deutlich starkerer Knockdown des Transkriptionsfaktors erreichen als in den HC11-
Zellen mittels siRNA- oder shRNA-Interferenz (siehe Abschnitt 3.2.3.1). Zur Validierung dieses Models
ware weiterhin eine Darstellung des Knockdowns auf Proteinebene von Bedeutung gewesen. Da sich
aus diesen Zellen aber nur sehr geringe Proteinmengen isolieren lieRen, konnten die entsprechenden
Experimente leider nicht durchgeflihrt werden. Eine Ursache fiir die geringe Proteinausbeute war,
dass sich die APOZ/Cre-ER-MEFs relativ schwer kultivieren lieRen und bereits nach wenigen Passagen
seneszent wurden. Im Unterschied zu Ergebnissen aus frilheren Arbeiten und den oben bereits
diskutierten Experimenten in HC11-Zellen, lieR sich in den APOZ/Cre-ER-MEFs ohne
Tamoxifenbehandlung die Expression von Miz1 durch die Zugabe von EBSS nach sechs Stunden nur in
einem von drei unabhéngigen Experimenten auf das in etwa Doppelte induzieren. Somit war kein
statistisch signifikanter Unterschied in der Miz1-Expression nach Stimulierung der Autophagie zu
beobachten.

In der morphologischen Analyse der APOZ/Cre-ER-MEFs lieR sich im Einklang mit Beobachtungen aus
friheren Arbeiten feststellen, dass MEFs mit trunkiertem Miz1 empfindlicher auf eine 6-stlindige
Behandlung mit EBSS reagieren, als Zellen mit vollstandigem Miz 1. In Bezug auf die Arbeit von Sarah
Oppenheimer wurde die Expression einiger der Gene, die sich in ihrer Arbeit als Miz1-abhangig
gezeigt hatten (Atg 5, Atg 7 und Atg4c), in diesem Zellmodell Gberpriift. Alle drei untersuchten Gene
lieBen sich zwar durch Aminosaure-Entzug induzieren, wurden aber nach Tamoxifen-Behandlung
gleichstark exprimiert wie in den unbehandelten Zellen. Fiir diese von den &lteren Resultaten
abweichenden Ergebnisse kommen verschiedene Griinde in Frage. Wie oben bereits erwahnt, ware
zum Beispiel denkbar, dass sich die verschiedenen MEF-Zelllinien, die in den friiheren Arbeiten
verwendet wurden, neben der deletierten POZ-Domane auch noch durch zusatzliche, nachtraglich
erworbene Mutationen unterschieden. Maoglicherweise stellten bestimmte Mutationen einen
Selektionsvorteil fir die Miz1-defizienten Zellen dar und erleichterten eine anderweitige
Kompensation des fehlenden Transkriptionsfaktors. Es konnte sein, dass eine solche Mutation den
autophagischen Prozess direkt beeinflusst und dadurch zu unterschiedlichen Genexpressionsmustern
im Vergleich zur Kontrollzelllinie gefiihrt hat. Weiterhin ware denkbar, dass bereits vorhandene Atg-
Protein Reserven in den APOZ/Cre-ER-MEFs den Aminosaureentzug in den ersten Stunden abfangen
und somit die Genexpression zum gemessenen Zeitpunkt noch gar nicht im vollen Umfang induziert
war. Folglich konnten auch keine Unterschiede zwischen der Behandlung mit und ohne Tamoxifen
gesehen werden. Falls Miz1 in diesen Zellen den autophagischen Prozess direkt reguliert, ware
auBerdem vorstellbar, dass die geringe Miz1-Restexpression von circa 15% nach der Tamoxifen-

Behandlung immer noch ausreicht, um den Prozess in vollem Umfang zu ermdglichen. AuRerdem sind
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die Eigenschaften des trunkierten Miz 1, das durch die Tamoxifenbehandlung entsteht, nicht bekannt.
Das Fehlen der POZ-Domane fiihrt zwar zu einer eingeschriankten Homooligomerisierung, eine
Bindung an DNA (ber seine Zinkfinger ware aber dennoch denkbar. Moglicherweise erlaubt das
trunkierte, in seinen Funktionen vielleicht nur teilweise eingeschrankte Protein eine normale
Regulation der Genexpression von Atg 5, Atg 7 und Atg4c in den APOZ/Cre-ER-MEFs. In der Arbeit von
Wolf und Kollegen im Kleinhirngewebe von POZ-Domane-Knockout Mausen wurde ebenfalls keines
der hier untersuchten Atg-Gene als Zielgen von Miz1 identifiziert (Wolf et al., 2013). Allerdings
wurden hier aus einer Vielzahl von Genen, die an der Autophagie und deren Regulierung beteiligt
sind, nur drei Gene analysiert. Durch eine Analyse weiterer relevanter Gene, konnte eventuell ein

Zielgen von Miz1 identifiziert werden, womit sich der gesehene Phanotyp erklaren lieRRe.
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5.1 Deutsche Zusammenfassung

Die Autophagie beschreibt einen katabolischen Prozess, bei dem fiir den Abbau bestimmtes
Zellmaterial in Autophagosomen eingeschlossen und durch deren Verschmelzung mit Lysosomen
zersetzt wird. Durch diesen Selbstreinigungs-Vorgang tragt sie zur Aufrechterhaltung der zelluldren
Homoostase bei und hilft durch Bereitstellung von Energielieferanten bei der Anpassung an
nahrstoffarme Bedingungen. Neben diesen Hauptaufgaben erfiillt die Autophagie auRerdem wichtige
Funktionen im Rahmen der Zellreifung, Differenzierung und bei der Immunabwehr. Ein gestorter
Ablauf des autophagischen Prozesses hingegen ist mit verschiedenen Krankheitsbildern assoziiert.

Fir eine fehlerfrei ablaufende Autophagie ist das Zusammenspiel zahlreicherer Autophagie-
assoziierter Proteine notwendig, die durch verschiedene libergeordnete Systeme reguliert werden. In
frGheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor Miz1l in die
Regulation der Autophagie involviert ist. Sowohl auf morphologischer als auch auf
Genexpressionsebene wurden Unterschiede zwischen Zellen mit funktionierendem Miz1 und solchen
mit trunkiertem Miz1 beobachtet. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die gefundenen Unterschiede in
einem verbesserten Zellmodell reproduziert und auBerdem der Einfluss der Interaktion zwischen
Miz1l und Myc auf den autophagischen Prozess untersucht werden. Hierflir wurde zunéachst die
murine Brustdrisenzellline HC11 verwendet. Nach Induktion von Autophagie durch Inkubation der
Zellen mit ndhrstoffarmem Medium wurde zuerst der zeitliche Verlauf der Expression von Miz1 und
verschiedener anderer Gene mittels quantitativer Real Time PCR untersucht. Dabei wurde nach einer
anfanglichen Hochregulierung der Expression von CDKN1a eine zeitlich versetzte Induktion von Miz1
und Myc, zusammen mit einer Herunterregulierung von CDKN1a beobachtet. Im weiteren Verlauf der
Arbeit wurden HC11 Zellen mit verschiedenen Konstrukten infiziert, um eine Uberexpression von
Miz1, Myc bzw. der Myc-Mutante V394D zu erreichen. In dieser Mutante ist eine Interaktion der
beiden Transkriptionsfaktoren nicht moglich. Diese infizierten Zellen wurden dann fiir 6 Stunden mit
EBSS behandelt und anschlieBend immunozytochemisch analysiert. Zur Beurteilung der
autophagischen Aktivitat wurden LC3-Farbungen quantifiziert. In Zellen, die Miz1 iberexprimierten,
konnte in diesem Experiment eine leicht erhdhte autophagische Aktivitat im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle beobachtet werden. Wahrend die Myc-lberexprimierenden Zellen durch
einen verstarkten Ablauf des autophagischen Prozesses auffielen, unterschieden sich Zellen die das

mutierte Myc-Gen trugen kaum von den entsprechenden Kontrollzellen. Diese zuletzt genannten
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Ergebnisse konnten mittels Elektronenmikroskopie reproduziert werden und sprechen dafiir, dass die
Interaktion zwischen den beiden Transkriptionsfaktoren fiir die Regulierung der Autophagie eine Rolle
spielt. Auch auf Genexpressionsebene konnten Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien nach
Induktion der Autophagie gezeigt werden. Zellen, die MycV394D (iberexprimierten, zeichneten sich
im Vergleich zu Zellen, die mit dem regularen, nicht mutiertem Myc-Vektor infiziert waren, durch eine
signifikant erhdhte Expression von Atg5, Atg12 und Spast aus. Auch einige andere Gene zeigten
unterschiedliche Expressionstendenzen nach Stimulierung der Autophagie in Abhdngigkeit von den
beiden Konstrukten. Der Versuch einer Herunterregulierung von Miz 1 mittels sh-RNA Interferenz war
leider nicht erfolgreich. Aus diesem Grund wurde ein weiteres Zellmodell etabliert, in dem ein POZ-
Domane-Knockout des Miz1-Gens mit Hilfe des Ostrogen-Rezeptor-Modulators Tamoxifen induziert
werden kann. In diesen modifizierten embryonalen Mausfibroblasten wurde im Einklang mit
Ergebnissen aus friiheren Arbeiten beobachtet, dass ein Fehlen von Miz1l die Anpassung an
nahrstoffarme Bedingungen erschwert. Im Unterschied zu den friiheren Experimenten, wurden in
diesen Zellen jedoch keine Genexpressionsunterschiede flr Atg4c, Atg5 und Atg7 in Abhangigkeit
von Miz1l gemessen. Zusatzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Zelllinie entwickelt, die GFP-
markiertes LC3 bzw. einen entsprechenden Kontrollvektor Uberexprimieren und zukiinftig zum
Beispiel fir Echtzeituntersuchungen der Autophagie in Abhdngigkeit von Miz1 verwendet werden
kénnen. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit nicht nur der Einfluss von Miz1 auf die Autophagie
bestatigt werden, sondern zusatzlich die Relevanz einer funktionierenden Interaktion zwischen den

Transkriptionsfaktoren Miz 1 und Myc fiir diesen essentiellen Prozess aufgezeigt werden.
5.2 Englische Zusammenfassung

Autophagy is a catabolic process in which cellular content determined for degradation is engulfed by
autophagosomes and finally degraded by their fusion with lysosomes. With this self-cleaning
mechanism it contributes to the maintainence of the cellular homeostasis and helps with the
adaptation to nutrient-poor conditions by obtaining energy from intracellular resources. In addition
to these main functions, autophagy fulfills important functions in the context of cell maturation,
differentiation and for the immune system. Aside from that, an impaired autophagic process is
associated with different disorders. The correct functioning of autophagy requires interaction of
numerous autophagy-associated proteins which are tightly regulated. In previous works, it was
already shown that the transcription factor Miz1 is involved in the regulation of autophagy. Both

morphological and gene expression level differences were observed between cells with wildtype
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Miz1 and cells with truncated Miz1. The aim of this thesis was to reproduce these previously found
differences in an improved cell culture model and furthermore to analyze the influence of the
interaction between Miz1l and Myc on the autophagic process. For that purpose, the murine
mammary cell line HC11 was used. Firstly, the change of gene expression levels from Miz1 and other
genes were analyzed over time when cells were incubated with nutrient-low medium. After an initial
upregulation of CDKN1a expression, Miz1 and Myc levels increased as CDKN1a went down again. In
the further course of this work, HC11 cells were infected with different constructs aiming to
overexpress Miz1, Myc and the Myc-mutant V394D. This mutation makes Myc interaction with Mizl
not possible. These infected cells were treated with EBSS for 6 hours and subsequently
immunocytochemically analyzed. Cells overexpressing Miz1 showed a slightly increased autophagic
activity, as quantified by LC3 immunofluorescence, compared to the corresponding control. While
cells overexpressing Myc showed a boosted autophagy, cells with the mutated Myc-sequence did not
differ from control cells. The latter results could be reproduced with electron microscopy and are
indicative for a role of the interaction between Miz1 and Myc in the regulation of the autophagic
process. Also, differences in gene expression levels between the two cell lines could be assessed after
induction of autophagy. Cells that overexpressed MycV394D were characterized by a significantly
induced mRNA expression of Atg5, Atg12 and Spast compared to cells overexpressing the non
mutated Myc gene. Some additional genes showed different expression tendencies between the two
constructs. A knockdown of Miz1 via interference shRNA was unfortunately not successful. For that
reason, another cell model was established in which the exons that code for the POZ-domain of Miz1
are excised by the Cre-ER recombinase after tamoxifen induction. In accordance with previous results,
deletion of Miz1 led to a decreased adaptation ability to a nutrient-low environment in these
modified mouse embryonic fibroblasts. In contrast to previous experiments, no Miz1-dependent
expression differences in Atg4c, Atg5 and Atg7 were observed. Furthermore, other cell lines
overexpressing GFP-labeled LC3 and a corresponding control vector, were developed. These can be
used for real time investigation of the autophagic process. Summarizing, this work not only
confirmed previous results on the influence of Miz1 on autophagy but additionally demonstrated the

relevance of the interaction between Miz1 and Myc in this essential process.
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°C Grad Celsius

APOZ/Cre-ER-MEFs embryonale Mausfibroblasten, in denen mit Hilfe des
Ostrogenrezeptor-Modulators Tamoxifen ein Miz1-
Knockdown induziert werden kann

vl mikro

A Adenin

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

AG Arbeitsgruppe

AMP Adenosinmonophosphat

AMPK AMP-aktivierte Proteinkinase

ANOVA engl.: analysis of variance; dt.: Varianzanalyse
APS Ammoniumpersulfat

Atg Autophagie-assoziiertes Gen

ATP Adenosintriphosphat

AV autophagische Vakuole

BCA Bicinchoninicsdure

Bcl2 engl.: B-cell lymphoma 2

BH engl.: Bcl2-homology

bidest. bidestilliert

Bifl engl.: Bax-interacting factor

Bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

BTB/POZ-Komplex engl.: poxvirus and zinc finger/bric-a-brac, tramtrack and

broad- complex
bzw. beziehungsweise

C Cytosin
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dNTP
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E (1-3)
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EDTA

EGF

ER
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EtBr
EtOH
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circa

engl.: Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor

engl.: complementary DNA; dt.: komplementére DNS
Zentimeter

engl.: Chaperone-mediated autophagy; dt.: Chaperon-
vermittelte Autophgie

Kohlenstoffdioxid

engl.: cycle threshold

Carboxy-Terminus

Kupfer

bidestilliertes Wasser
Diethylpyrocarbonat

engl.: Dulbecco's Modlified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

engl.: deoxyribonucleic acid; dt.: Desoxyribonukleinsaure
(DNS)

Desoxyribonukleosidtriphosphat
doppelstrangig

Dithiothreitol

Enzym (1-3)

engl.: Earle's Balanced Salt Solution
Ethylendiamintetraessigsdure

engl.: epidermal growth factor; dt.: epidermaler
Wachstumsfaktor

endoplasmatisches Retikulum
Lat.: et alii; dt: und andere
Ethidiumbromid
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eventuell
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FBS engl.: fetal bovine serum; dt.: Fetales Kalberserum

FCS engl.: fetal calf serum; dt.: Fetales Kalberserum

FITC Fluorescein
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G Guanosin

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GDP Guanosindiphosphat

GFP engl.: green fluorescent protein; dt.: griin fluoreszierendes
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GTP Guanosintriphosphat

H* Proton

h Stunde

H,0 Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HBSS engl.: Hank's Balanced Salt Solution

HCl Salzsdure

HKG Housekeeping-Gen = Referenzgen

HLH engl.: helix-loop-helix

HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase

HRP engl.: horseradish peroxidase; dt.: Meerrettichperoxidase

IgG Immunglobulin G

JAK Januskinase

JNK c-Jun N-terminale Kinase

kb Kilobase

kDa Kilodalton

kg Kilogramm
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KCl Kaliumchlorid
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MEFs

MgCl,
min
Mizl
Miz1"
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mRNA
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Liter

Luria-Bertani Medium

engl.: Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A
milli

Millimeter

molar (mol/L)

Milliampere

Mitochondrien-assoziierte Membran

engl.: myc-associated factor X

engl.: Mouse Embryonic Fibroblasts; dt.: embryonale
Mausfibroblasten

Magnesiumchlorid

Minute

engl.: Myc-interacting zinc-finger protein 1
APOZ/Cre-ER-MEFs, die normale Miz1-Level exprimieren

APOZ/Cre-ER-MEFs, in denen die Expression von Mizl nach
einer Behandlung mit Tamoxifen herunterreguliert ist

Mol

engl.: messenger RNA; dt.: Boten-RNA

engl.: mechanistic (frGher: mammalian) Target of Rapamycin
engl.: mechanistic target of rapamycin complex
Molekulargewicht

Myc-Mutante, in der die Bindung zwischen Miz1 und Myc
nicht moglich ist

nano
Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Nucleophosmin
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PBST

PCR

PE

PFA
Pi3K
PI3P

PVDF

qPCR = qRT-PCR

rer
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RNA
Rpm
RT
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SDS

SDS-PAGE

shRNA
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nicht signifikant
Amino-Terminus
4-Hydroxytamoxifen
Osmium(VIll)-oxid
pBABE

engl.: Phosphate-buffered saline; dt.: Phosphatgepufferte
Saline

Phosphatgepufferte Saline mit Tween-20

engl.: Polymerase Chain Reaction; dt.: Polymerase-
Kettenreaktion

Phosphatidylethanolamin
Paraformaldehyd
Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-3-Phosphat
Polyvinylidenfluorid

engl.: real-time quantitative PCR; dt.: quantitative Echtzeit-
PCR

raues endoplasmatisches Retikulum

relative Genexpression

engl.: ribonucleic acid; dt.: Ribonukleinsaure

engl.: revolutions per minute; dt.: Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

siehe oben

engl.: standard deviation; dt.: Standardabweichung

engl.: Sodium Dodecyl! Sulfate; dt.: Natriumlaurylsulfat

engl.: Sodium Dodecyl! Sulfate Polyacrylamide gel
electrophoresis

engl.: short hairpin RNA

durch shRNA vermittelter Knockdown von Miz1
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STAT

TBE
TBS
TBST
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TEMED

TGF-
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TNF-a
TopBP1
TPA
Tris
TRITC
tRNA
TSC 1/TSC2
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u
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Kontrollvektor fiir shRNA-Expressionsvektoren
engl.: small interfering RNA

engl.: suppressor of cytokine signaling 1

engl.: single strand; dt.: einzelstrangig

engl.: Signal Transducers and Activators of Transcription
Thymin

TRIS-Borat-EDTA-Puffer

engl.: Tris-buffered Saline; dt.: Tris-gepufferte Saline
Tris-gepufferte Saline mit Tween-20

Tris-EDTA Puffer

Tetramethylethylendiamin

engl.: Transforming growth factor f3; dt.: transformierender
Wachstumsfaktor

Transgolgi-Netzwerk

Tumornekrosefaktor-a

engl.: DNA topoisomerase 2-binding protein 1
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
Tetramethylrhodamine

Transfer-RNA

Hamartin-Tuberin-Komplex

engl.: TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
engl.: unit; dt.: Einheit

unter anderem

engl.: UNK-51-like kinase

ultraviolett

engl.: UV radiation resistance-associated gene protein

Volt
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v/v
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WT
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Volumen pro Volumen
vergleiche

Gewicht pro Volumen
Gewicht pro Gewicht
Wiltdtyp

engl.: yellow fluorescent protein, dt.: gelb fluoreszierendes
Protein

zum Beispiel
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