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Zusammenfassung (deutsch)

Sirtuine (1-7) charakterisieren eine Familie multifunktioneller, NAD*-abhangiger En-
zyme mit vorwiegend Deacetylase-Aktivitat. Die mitochondrialen Sirtuine (SIRT3-5)
sind an der Regulation der mitochondrialen Dynamik, d.h. des mitochondrialen fu-
sion-/ fission cycle, und der mitochondrialen Qualitatskontrolle, d.h. der selektiven
mitochondrialen Autophagie (Mitophagie), beteiligt. Mechanistisch flhrt die ektopi-
sche Expression von SIRT4 zu einer Hemmung der mitochondrialen fission Uber
eine Inhibition der MAPK (MAP- Kinase) -vermittelten Phosphorylierung des Pro-

fission Faktors DRP1. Massenspektrometrische Analysen identifizierten ARAF und
CRAF, Mitglieder der RAF Serin/Threonin Kinase Familie im Ras-RAF-MEK-ERK
(MAPK) Signalweg, als Interaktionspartner von SIRT4. Basierend auf der Hypo-
these, dass SIRT4 Uber die Interaktion mit RAF-Kinasen zu einer Inhibition des
MAPK-DRP1-Signalweges und somit zu einer verminderten mitochondrialen fission
fuhrt, sollte in dieser Arbeit die mitochondriale Kolokalisation der RAF-Paraloge so-
wie die SIRT4-RAF-Kinase-Interaktion naher untersucht werden. Mit Hilfe der kon-
fokalen Laserscanning Mikroskopie wurde die subzellulare Lokalisation von ekto-
pisch exprimierten RAF-Paralogen, die Uber einen FLAG-Tag detektiert wurden,
analysiert. Es zeigte sich, dass ARAF und CRAF im Vergleich zum dritten RAF-
Kinase-Mitglied BRAF mit MTCO02, einem mitochondrialen Marker, kolokalisieren.
Zusatzlich konnte eine Kolokalisation von endogenem ARAF mit MTCO02 bestatigt
werden. In subzellularen Fraktionierungen waren auf Proteinebene ARAF und
CRAF im Vergleich zu BRAF deutlich geringer im Zytosol vorhanden, wahrend in
der angereicherten mitochondrialen/ membranaren Proteinfraktion hdhere Mengen
an ARAF/CRAF im Vergleich zu BRAF gefunden wurden. Die massenspektromet-
rischen Ergebnisse konnten erstmals durch Koimmunoprazipitationsexperimente
mit der anti-GFP Nanobody Methode und stabil SIRT4-eGFP exprimierenden
HEK293 Zelllinien bestatigt werden. Erste funktionelle Experimente konnten zeigen,
dass ein shRNA-vermitteltes Herunterregulieren von ARAF in HEK293-Zellen sowie
ein mit der CRISPR-Methode generierter Gen-knockout von CRAF in SKBR3-Zellen
jeweils zu einer verminderten Phosphorylierung von pDRP1 (Ser616) fihrt. Zukunf-
tig bleibt der Einfluss einer erhohten Expression von SIRT4 (im Vergleich zu dessen
zellularen Depletion) auf den Phosphorylierungsgrad von pDRP1 (Ser616) und das

mitochondriale Netzwerk/fission genauer zu klaren.



Zusammenfassung (englisch)

Sirtuins (1-7) characterise a family of multifunctional, NAD+-dependent enzymes
with predominantly deacetylase activity. The mitochondrial sirtuins (SIRT3-5) are
involved in the regulation of mitochondrial dynamics, i. e. the mitochondrial fusion/
fission cycle, and mitochondrial quality control, i. e. selective mitochondrial autoph-
agy (mitophagy). Mechanistically, the ectopic expression of SIRT4 leads to an inhi-
bition of mitochondrial fission via an inhibition of MAPK (MAP kinase)-mediated
phosphorylation of the pro-fission factor DRP1. Mass spectrometric analyses iden-
tified ARAF and CRAF, members of the RAF serine/threonine kinase family in the
Ras-RAF-MEK-ERK (MAPK) signalling pathway, as interaction partners of SIRT4.
Based on the hypothesis that SIRT4 leads to an inhibition of the MAPK-DRP1 sig-
nalling pathway and thus to reduced mitochondrial fission via the interaction with
RAF kinases, the mitochondrial colocalisation of the RAF paralogues and the
SIRT4-RAF kinase interaction should be investigated in more detail in this study.
Confocal Laserscanning microscopy was used to analyse the subcellular localisa-
tion of ectopically expressed RAF paralogues that were detected using a FLAG tag.
It was shown that ARAF and CRAF colocalise with MTC02, a mitochondrial marker,
in comparison to the third RAF kinase member BRAF. In addition, colocalisation of
endogenous ARAF with MTCO02 was confirmed. In subcellular fractionations, ARAF
and CRAF were significantly less present in the cytosol at the protein level com-
pared to BRAF, while higher amounts of ARAF/CRAF were found in the enriched
mitochondrial/membrane protein fraction compared to BRAF. The mass spectro-
metric results were confirmed for the first time by co-immunoprecipitation experi-
ments using the anti-GFP nanobody method and stably SIRT4-eGFP expressing
HEK293 cell lines. Initial functional experiments showed that shRNA-mediated
downregulation of ARAF in HEK293 cells and CRISPR-induced gene knockout of
CRAF in SKBR3 cells both lead to reduced phosphorylation of pDRP1 (Ser616). In
the future, the influence of an increased expression of SIRT4 (compared to its cel-
lular depletion) on the phosphorylation level of pDRP1 (Ser616) and the mitochon-

drial network/fission remains to be clarified in more detail.
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1 Einleitung

1.1 Mitochondriale Dynamik und Mitophagie

Mitochondrien sind Organellen, die aus einer Matrix bestehen, die durch eine Dop-
pelmembran vom Zytoplasma getrennt ist. Die innere Membran enthalt einen fur die
Zelle essentiellen Proteinkomplex, der die Bereitstellung von Energie in Form von
Adenosintriphosphat (ATP) gewahrleistet. Dartber hinaus spielen die Mitochond-
rien eine wichtige Rolle bei der Nahrstoffoxidation, dem Stickstoffmetabolismus und
der Apoptose [1, 2]. Die herausragende Rolle der Mitochondrien erfordert eine kom-
plexe Qualitatskontrolle. Eine Dysfunktion dieser Regulation flhrt zu einem gehauf-
ten Auftreten von altersassoziierten, haufig metabolischen Erkrankungen wie Dia-
betes, Alzheimer, Parkinson, Herzinsuffizienz, Adipositas und Krebs [1, 3]. Die Qua-
litatskontrolle unterliegt der mitochondrialen Dynamik, einem sich standig wieder-
holenden Zyklus von fusion und fission (Teilung). Dieser gegenlaufige Prozess wird
streng kontrolliert, um den Anforderungen des sich standig andernden Energie- und
Stoffwechselbedarfs der Zelle gerecht zu werden. Dieser Zyklus bestimmt daher die
gesamte Architektur der Mitochondrien und damit jeden Aspekt der mitochondrialen
Funktion [1, 3]. Der Prozess der mitochondrialen fission wird durchlaufen, um neue
Mitochondrien zu bilden oder wenn Mitochondrien aus dem tubularen Netzwerk ent-
fernt werden sollen [4]. Die Vereinzelung von Mitochondrien ist von besonderer Be-
deutung bei der Zellteilung [5] oder bei der Abtrennung dysfunktionaler Mitochond-
rien, die anschliellend der Mitophagie zugefuhrt werden, einem weiteren wichtigen
Aspekt der Qualitatskontrolle [6].

Die Mitophagie ist eine spezialisierte Form der Autophagie, bei der defekte Mito-
chondrien erkannt und abgebaut werden. Defekte Mitochondrien sind solche, die
nicht mehr in der Lage sind, die oxidative Phosphorylierung effizient durchzufihren.
Ursache hierflr ist insbesondere der Verlust des Membranpotentials, z.B. als Folge
der Anreicherung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) [7]. Als spezifisch relevantes
Target fur oxidativen Stress gilt die mitochondriale DNA, da sie durch ihre beson-
dere Nahe zur Atmungskette relativ hohen Konzentrationen von Sauerstoffradikalen
ausgesetzt ist, gleichzeitig aber im Vergleich zur DNA im Zellkern nur Uber geringe
Reparaturmechanismen verfugt [8]. Der gesamte Prozess der mitochondrialen fu-

sion,



fission und Mitophagie wird durch Proteine reguliert, deren Fehlfunktion mit ver-
schiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht wird. Die mitochondriale fusion be-
ruht unter anderem auf der Aktivierung von Mitofusin1/Mitofusin2 (Mfn1/Mfn2) und
OPA1 [9]. Es konnte gezeigt werden, dass eine Herunterregulation von Mfn2 bei
Adipositas und Diabetes zu einer mitochondrialen Fragmentierung fuhrt; insbeson-
dere bei neurodegenerativen Erkrankungen zeigt sich dagegen eine Dysbalance,
bei der es zu einer vermehrten mitochondrialen Fusion kommt, unter anderem durch
Inhibition des Pro-fission Faktors DRP1 [10, 11]. Als Folge wird die Kinase PINK1
an der aufderen mitochondrialen Membran stabilisiert, was wiederum zur Rekrutie-
rung der E3-Ubiquitin-Ligase Parkin und der daraus resultierenden Autophagie
fuhrt. Unabhangig von der PINK/Parkin-Achse kann die Mitophagie auch tber Bcl2
und LC3 initiiert werden [3].

Glucose

l

Pyruvat

L-OPAT#

Oxfloace ¥
mitchondriale Fusion

|
Mitophagie

-G+ Glutamat
Glutamatdehydrogena

Abb. 1: Mitochondriale Lokalisation von SIRT4.

In friheren Studien konnte SIRT4 als mitochondriales Protein identifiziert werden [12]. Die schema-
tische Darstellung zeigt die Hemmung der Glutamatdehydrogenase (GDH) und der Pyruvatdehyd-
rogenase (PDH) durch SIRT4. SIRT4 beeinflusst somit den mitochondrialen Stoffwechsel. Zusatzlich
wird die Mitophagie durch die Stabilisierung von L-OPA1 und damit eine erhéhte mitochondriale
fusion gehemmt. Erstellt mit Biorender.com.



1.2 Sirtuine

Sirtuine sind evolutionar konserviert und wurden erstmals in Saccharomyces cere-
visiae beschrieben; sie sind Homologe des Sir2-Gens [13-17]. Die Proteinfamilie
der Sirtuine bei Saugetieren umfasst sieben Mitglieder (SIRT1 bis SIRT7), die an
verschiedenen physiologischen Prozessen beteiligt sind. So ist bekannt, dass Sir-
tuine an der Regulation des Zellzyklus und des Zellstoffwechsels beteiligt sind, epi-
genetische Mechanismen bei der Genexpression regulieren, den Apoptosesignal-
weg beeinflussen und in den Zellalterungsprozess eingreifen [18, 19]. Sirtuine be-
nétigen NAD* als Cofaktor und deacetylieren ein breites Spektrum von Substraten,
wobei sie ihre enzymatische Aktivitat hauptsachlich als Deacetylasen, Deacyclasen
oder ADP-Ribosyltransferasen ausuben [20-23]. Die katalytische Domane aller sie-
ben Mitglieder der Sirtuin-Familie ist hoch konserviert. Sirtuine unterscheiden sich
jedoch durch unterschiedliche Aminosauresequenzen im Bereich des N- und C-Ter-
mini, wobei der N-Terminus die subzellulare Lokalisation [24] und der C-Terminus
unter anderem die Proteinstabilitat [12] reguliert. Die Domanenstruktur und die un-
terschiedlichen enzymatischen Aktivitaten erklaren das breite Substrat- und Funkti-
onsspektrum der Sirtuine [24]. Die Verteilung der Sirtuine in der Zelle ist unter-
schiedlich:

SIRT1 ist hauptsachlich im Zellkern zu finden, gelangt aber wahrend der Zellteilung
auch ins Zytosol. SIRT6 und SIRT7 kommen ebenfalls im Zellkern vor und sind an
der Transkriptionsregulation beteiligt ([25], [26]). SIRT2 kommt hauptsachlich im Zy-
tosol vor, ist aber auch ein Mikrotubuli-bindendes Sirtuin [27]. SIRT3, SIRT4 und
SIRTS schlieBlich sind genuin mitochondrial lokalisierte Proteine [12], wobei insbe-
sondere fur SIRT4 und SIRT5S zusatzliche extramitochondriale Lokalisationen und
Funktionen nachgewiesen wurden [28]. Durch Deacetylierung ist SIRT1 an der Dif-
ferenzierung verschiedener Gewebe in verschiedenen Saugerzellen beteiligt. Au-
Rerdem tragt SIRT1 durch Deacetylierung des Tumorsuppressors p53 zur Hem-
mung der Apoptose bei. Es ist mitunter an der Regulation der Glykolyse bzw. Glu-
coneogenese und des Lipidstoffwechsels beteiligt [25]. Auch bei der Mitophagie
spielt SIRT1 eine entscheidende Rolle. Unter Energiedeprivation verandert sich das
Verhaltnis von NAD* zu NADH/H*. Daraufhin deacetyliert SIRT1 LC3, Atg5 und Atg7
und induziert so die Mitophagie [29, 30].

SIRT2 kolokalisiert mit Mikrotubuli und HDACG6, wobei SIRT2 wie HDAC6 Mikro-

tubuli am Lysin K40 deacetylieren kann und somit den Acetylierungsgrad und die
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Stabilitdt der Mikrotubuli beeinflusst. AulRerdem wird vermutet, dass SIRT2 den Zell-
zyklus mitkontrolliert, da die Expression von SIRT2 wahrend der Mitose ansteigt
und nach der Teilung rapide abfallt [31].

SIRT3 ist im Mitochondrium lokalisiert, wo es unter anderem die Glutamatdehydro-
genase (GDH) deacetyliert und aktiviert und somit den Zellstoffwechsel positiv re-
guliert [32]. Es konnte gezeigt werden, dass die Deacetylierungsaktivitat von SIRT3
durch Kalorienrestriktion gesteigert werden kann [33]. Im Gegensatz dazu fuhrt ein
Mangel an SIRT3 zu einer Hyperacetylierung im Mitochondrium, die mit der Entste-
hung von Tumoren assoziiert ist [18, 34]. DarUber hinaus férdert SIRT3 die mito-
chondriale fusion, indem es OPA1 deacetyliert und dadurch dessen GTPase-Akti-
vitat erhéht [30].

SIRT4 gehort ebenfalls zur Gruppe der mitochondrialen Proteine. Das katalytische
Zentrum ist jedoch nicht als Deacetylase aktiv, sondern bewirkt eine NAD*-
abhangige ADP-Ribosylierung verschiedener Substrate oder ist als Lipoamidase
aktiv [13, 15, 18]. SIRT4 hemmt die anaplerotische Reaktion des Citratzyklus durch
Inhibition der Pyruvat- und Glutamatdehydrogenase (PDH und GDH) (Abb. 1 und
[35]). SIRT4 wirkt somit als metabolischer Tumorsuppressor, dessen Expression in
verschiedenen Tumorarten herunterreguliert ist [36, 37]. SIRT5 ist eine Dema-
lonylase und eine Desuccinylase [15]. Es reguliert verschiedene Stoffwechselpro-
zesse, unter anderem die Fettoxidation und den Harnstoffzyklus.

SIRT5-Reduktion erhoéht die mitochondriale NADH/H*-Menge und unterdrtickt die
ATP-Produktion [38]. SIRT5 deacetyliert und aktiviert die Carbamoylphosphat-Syn-
thase | (CPS1). CPS1 katalysiert den initialen Schritt des Harnstoffzyklus und spielt
daher eine entscheidende Rolle bei der Harnstoffentsorgung und Detoxifikation [39].
Obwohl vor allem SIRT1, aber auch SIRT4 als Tumorsuppressoren beschrieben
werden, zeigt SIRT5 eine Hochregulation in transformierten Zellen. SIRT5 unter-
stutzt die Proliferation und Tumorigenese unter anderem durch die Stabilisierung
der Glutaminase in Tumorzellen [40].

SIRT6 wirkt als Histondeacetylase und beeinflusst die Expression vieler Gene, die
an der Glykolyse beteiligt sind [26]. So manifestieren sich schwere metabolische
imbalance durch Defekte in der SIRT6-Funktion, die zum Auftreten einer akuten
Hyperglykdmie und in Mausmodellen zum vorzeitigen Tod fuhren [26]. Darlber hin-
aus schutzt SIRT6 die DNA durch Basenexzisionsreparatur (BER) vor Schaden und

oxidativem Stress [41].



Das im Zellkern vorkommende SIRT7 ist eine wesentliche Komponente bei der Re-
gulation des Tumorsuppressors p53. Bei zellularem Stress tragt SIRT7 zur Stabili-
sierung von p53 bei und ermoglicht so den Zellzyklusarrest und die DNA-Reparatur
[42]. SIRT7 ist auch in der Lage, selektiv die Acetylgruppe von H3K18 zu entfernen
[43]. Als weiteres Substrat wurde unter anderem die RNA-Polymerase | beschrie-
ben [44].

Katalytische gesamte Primare
Molekulare Funktion N-Terminus Domane C-Terminus Lange (AS) Lokalisation
Deacetylase, Decrotonylase  SIRT1 [ I I I ] 747 Zellkern
Descetyo Ao Smteres ok 0
Deacetylase, Decrotonylase ~ SIRT3 [ I | ] 399 Mitochondrium
Deacety'agzcﬁ?fgﬁfs;yﬁfg‘:ﬁf::é SIRT4 I I - 314 Mitochondrium
D;;]%et;yﬁ:seDSZ“mcgg‘:;f::e SIRT5 - I | 310 Mitochondrium
Deacetylase, ADP'Rib"Efgr'fﬁ'i‘sstfj;f:fé SIRT6 I I — 355 Zellkem
Deacetylase SIRT7 [ I | 1 400 Zellkern

His
Abb. 2: Schematische Struktur der humanen Sirtuin-Familie.

Die katalytische Doméne des Proteins (blau) beinhaltet im Kern ein Histidin (rot), das als Elektro-
neneakzeptor agiert und die NAD*-abhangige Enymaktivitat ermdglicht. Die zentrale Doméane wird
von paralogspezifischen N- und C-Termini (weif3) umrahmt.

1.3 Mitochondriale und extramitochondriale Funktionen von SIRT4

SIRT4 ist ein Protein, das hauptsachlich in den Mitochondrien vorkommt. Dort re-
guliert es unter anderem die ATP-Homoostase. SIRT4 beeinflusst die mitochondri-
ale Entkopplung durch ANT2, dieser wiederrum transportiert ADP und ATP Uber die
innere Mitochondrienmembran [13]. Das Fehlen von SIRT4 flhrt daher zu niedrigen
zelluldren ATP-Spiegeln, wahrend die Uberexpression von SIRT4 mit erhdhten
ATP-Spiegeln assoziiert ist [45]. SIRT4 ist ein Modulator der Alterung in der mito-
chondrialen Qualitatskontrolle. Die Zunahme von SIRT4 wurde in verschiedenen
Alterungsmodellen gezeigt, z.B. in humanen dermalen Fibroblasten lichtgealterter
Haut [37]. Dabei wurde miR-15b als regulatorische microRNA identifiziert, die die
Expression von SIRT4 auf mRNA- und Proteinebene herunterreguliert [37].

Die Uberexpression von SIRT4 fordert die Zunahme der langen aktiven Form der
GTPase optic atrophy 1 (L-OPA1) (Abb. 1), die fur die fusion der Mitochondrien
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verantwortlich ist [46]. Zusatzlich erhoht die Uberexpression von SIRT4 die H202-
Mengen und senkt das mitochondriale Membranpotential [47]. SIRT4 hat auch ei-
nen entscheidenden Einfluss auf den Energiestoffwechsel der Zelle [48].Es konnte
gezeigt werden, dass SIRT4 die Insulinsekretion in den Mitochondrien von Betazel-
len als Reaktion auf Glucose- und Aminosaurestimulation unterdrtckt. Die Insulin-
sekretion wird durch ADP-Ribosylierung der Glutamatdehydrogenase (GDH) redu-
ziert [13, 35]. Daruber hinaus wird SIRT4 als Tumorsuppressor beschrieben, da es
in verschiedenen Tumoren herunterreguliert ist [13, 35]. Es wird vermutet, dass die
Reduktion der Glutaminaufnahme durch ADP-Ribosylation der Glutamatdehydro-
genase durch SIRT4 eine entscheidende Rolle spielt, wodurch die Proliferation der
Tumorzellen gehemmt wird [49]. SIRT4 hemmt auch andere anaplerotische Reak-
tionen im Citratzyklus. Uber die Lipoamidase-Funktion hemmt SIRT4 die Pyruvat-
dehydrogenase, was wiederum die Produktion von Acetyl-Coenzym A reduziert
[50].

SIRT4 enthalt eine N-terminale mitochondrial targeting sequence, die es dem En-
zym ermoglicht, in das Lumen der Mitochondrien zu translozieren [51]. Aufgrund
dieser Translokationssequenz wurde angenommen, dass SIRT4 ausschlieflich in
Mitochondrien vorkommt. Dieses Bild wurde in den letzten Jahren durch mehrere
Arbeiten relativiert. Erste Befunde zeigten, dass SIRT4 wahrend der Meiose [52]
und Mitose [28] am Spindelapparat zu finden ist. Eine weitere Arbeit beschreibt ei-
nen durch mitochondrialen Stress induzierten Transport von SIRT4 in den Zellkern
[53]. SIRT4 spielt auch eine Rolle in der extra-mitochondrialen Dynamik der Mikro-
tubuli, da SIRT4 mit dem Leucine-rich Protein 130 (LRP130) interagiert [54-56], ei-
nem Multidomanen- und Dualfunktions-Protein, das an das Mikrotubuli-assoziierte
Protein MAP1S bindet. Letztere Proteininteraktion koordiniert somit den mitochond-

rialen Transport und das Mikrotubuli-Zytoskelett in der Interphase [55].

1.4 Rolle von SIRT4 in der mitochondrialen Dynamik und Qualitats-
kontrolle

SIRT3, SIRT4 und SIRTS gelten als klassische Vertreter der Sirtuine, die vorwie-
gend in Mitochondrien vorkommen. Die subzellulare Lokalisation dieser Sirtuine
konnte durch hochauflésende mikroskopische Aufnahmen verifiziert werden [51, 53,
57]. Dartber hinaus gibt auch das mitochondriale Translokationssignal Aufschluss

Uber die subzellulare Lokalisation der oben genannten Sirtuine, da es fur den Import



in das Mitochondrium kodiert. Dort sind SIRT3, SIRT4 und SIRT5 an vielen biologi-
schen Regulationen beteiligt, unter anderem an der mitochondrialen Dynamik und
Qualitatskontrolle [58].Trotz einer gewissen funktionellen Redundanz unterschei-
den sich die mitochondrialen Sirtuine relativ stark voneinander, was sich auch in
den unterschiedlichen enzymatischen Aktivitaten der einzelnen Sirtuine widerspie-
gelt. Auch das Interaktom ist unterschiedlich, so interagiert SIRT3 mit deutlich mehr
Proteinen als SIRT4 und SIRTS [54]. SIRTS5 weist im Vergleich der mitochondrialen
Sirtuine untereinander die wenigsten Interaktionspartner auf. Allerdings Uberlappen
sich die mitochondrialen Targets von SIRT3 und SIRT4, was flr eine wechselseitige
Regulation des mitochondrialen Stoffwechsels spricht [54]. Die Deacetylaseaktivitat
der drei mitochondrialen Sirtuine ist unterschiedlich stark und nimmt von SIRT3 Uber
SIRT4 zu SIRTS stetig ab [59].

SIRT3 wird vor allem in metabolischen Geweben wie braunem Fett, Muskel, Leber,
Niere, Herz und Gehirn vermehrt exprimiert, kommt aber auch in allen anderen Ge-
weben in geringen Konzentrationen vor. SIRT3 ist die wichtigste mitochondriale
Deacetylase, die als primare Determinante des Acetylproteoms angesehen wird
[60-66]. Die mitochondrialen Sirtuine treten als Gegenspieler und Mitspieler im mi-
tochondrialen Stoffwechsel auf. Durch die ADP-Ribosylierung der GDH, welche die
Umwandlung von 2-Glutamat zu alpha-Ketoglutarat katalysiert, wirkt SIRT4 als di-
rekter Regulator der anaplerotischen Reaktion des Citratzyklus [35]. Im Gegensatz
dazu deacetyliert SIRT3 die GDH, wodurch die enzymatische Aktivitat der GDH er-
héht wird [67]. Auch der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (PDC) wird von den drei
mitochondrialen Sirtuinen wechselseitig beeinflusst. SIRT3 deacetyliert die Pyruvat-
Dehydrogenase-Untereinheit E1a, wodurch die Pyruvat-Dehydrogenase aktiviert
wird, was zur Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-Coenzym A fuhrt [68, 69]. SIRT4
hingegen hydrolysiert den Lipoamidrest der E2-Untereinheit des PDC, was zu des-
sen Hemmung fuhrt. Zusatzlich hemmt SIRTS die Aktivitdt der PDC Uber eine
SIRT5-vermittelte Desuccinylierung von Lysin [70].

Mitochondriale Sirtuine spielen auch eine entscheidende Rolle in der mitochondria-
len Qualitatskontrolle im Rahmen der ROS-vermittelten Signalgebung und Entgif-
tung. SIRT3 reduziert oxidativen Stress durch indirekte Interaktion mit FOXO3a,
welches nach Deacetylierung in den Zellkern transloziert und dort die Expression

von Mangan-Superoxiddismutase und Katalase erhdht. Dadurch wird vermehrt Su-



peroxid zu H202 umgesetzt [54, 71-73]. In den Mitochondrien wird die Mangan-Su-
peroxiddismutase auch direkt durch Sauerstoffradikale reduziert [72, 73].SIRTS5 hat
einen synergistischen Effekt, indem es den zellularen ROS-Spiegel durch Desucci-
nylierung und Aktivierung der Kupfer-Zink-abhangigen Superoxiddismutase senkt
[74]. AuRBerdem desuccinyliert SIRTS die Isocitratdehydrogenase 2 und deglutaryli-
siert die Glucose-6-phosphatdehydrogenase, wodurch die Isocitratdehydrogenase
2 und die Glucose-6-phosphatdehydrogenase aktiviert werden, was die Produktion
von NADPH/H* fordert, was wiederum zur Aufrechterhaltung der Redoxhomdoostase
beitragt [10]. SIRT4 hat einen entgegengesetzten Effekt, da es die Deacetylierung
der Mangan-Superoxiddismutase hemmt [75]. Ein synergistischer Einfluss besteht
in Bezug auf die fusion der Mitochondrien. Hier fordert SIRT3 die fusion, indem es
OPA1 deacetyliert und dadurch dessen GTPase-Aktivitat erhoht [22]. SIRT4 ist
ebenfalls ein Regulator von OPA1 und stabilisiert hier die fusion-férdernde OPA1-
L-Form.Somit sind beide Sirtuine an der Regulation der mitochondrialen fusion und
Dynamik beteiligt [46].

1.5 RAF-Kinase Paraloge und deren Rolle in der mitochondrialen Dy-
namik und Qualitatskontrolle

RAF-Paraloge sind Proteine, die zur Gruppe der Serin/ Threonin-Proteinkinasen ge-
horen. Sie umfassen die Paraloge ARAF, BRAF und CRAF, wobei letzteres auch
als RAF-1 bezeichnet wird. Nach der Entdeckung des viralen Onkogens v-RAF, das
1983 aus einem murinen Retrovirus isoliert wurde, folgte 1985 die Entdeckung des
zellularen Homologs CRAF und in der Folge die Erstbeschreibung von BRAF und
ARAF [76, 77]. Die drei humanen RAF-Paraloge regulieren eine Vielzahl biochemi-
scher Prozesse, darunter Proliferation, Zelldifferenzierung, Stressantwort und
Apoptose [78-83]. Da die RAF-Kinasen entscheidende Prozesse in der Zellentwick-
lung steuern, ist es nicht verwunderlich, dass eine Fehlfunktion immense Auswir-
kungen auf die Gesundheit haben kann. Dazu gehéren Herz-Kreislauf-Erkrankun-
gen, genetische Erkrankungen und Krebs [84-89]. Innerhalb der RAF-Proteine gibt
es drei konservierte Regionen (CR), die fur ihre jeweiligen regulatorischen Funktio-
nen (CR1 und CR2) und Kinaseaktivitaten (CR3) wichtig sind [90]. CR1 enthalt eine
RAS binding domaine (RBD), die die RAS-Bindung vermittelt, und eine cystein rich
domaine (CRD), die an die Membran bindet und die RAS/ RBD-Affinitat an der

Membran erhdht [91-93]. CR2 ist mit verschiedenen Ser/ Thr-Resten angereichert,



darunter Serin 259 (S259), das fur die inhibitorische Phosphorelierung und 14-3-3-
Bindung wichtig ist, die wiederum die RAF-Kinaseaktivitat reguliert [94]. CR3 fun-
giert als katalytische C-terminale Region und stellt ein mogliches Phosphorelie-
rungssegment fur die Aktivierung der Kinase dar [95]. Insbesondere RAS und 14-3-
3 sind wichtige Regulatoren flr die Aktivierung von RAF, Membranrekrutierung und
Stabilisierung [96, 97].

In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass RAF-Kinasen ein integraler
Bestandteil des RAS-MAPK-Signalwegs sind, der mit verschiedenen Signaltrans-
duktionskaskaden interagiert [49, 98-101]. Nach rezeptorvermittelter Aktivierung
dieses Signalwegs durch extrazellulare Signale kommt es zur Aktivierung von RAS-
Proteinen [101, 102], wobei der RAF-MEK-ERK-Signalweg als nachgeschalteter in-
trazellularer Signalweg fungiert. Mitglieder der RAS-Familie sind haufig mutierte
Onkogene bei menschlichen Krebserkrankungen. Saugerzellen besitzen vier gut
charakterisierte und weitgehend erforschte MAPK-Signalwege. Diese Kaskaden
umfassen drei Proteinkinasen, die durch Phosphorylierung aktiviert werden und ih-
rerseits weitere Proteine phosphorylieren konnen. Dazu gehdren die MAPK-Kinase-
Kinase, eine MAPK-Kinase und eine MAPK. Die terminalen Serin/Threonin Kinasen
(MAPKSs) sind ERK1/2, ¢ Jun N-terminale Kinase (JNK1/2/3, auch SAPKs genannt),
p38 Kinase (p38 alpha/ beta/ gammal/ delta) und ERK5.Die MAPK-Kaskade fungiert
als nachgeschaltete Einheit, die Uber Zelloberflachenrezeptoren und zytoplasmati-
sche Signalproteine gesteuert wird. Im Allgemeinen wird der ERK1/2-Signalweg
durch Wachstumsfaktor-stimulierte Oberflachenrezeptoren aktiviert, wahrend JNK,
p38 und ERKS5-Signalwege durch Stress und Wachstumsfaktoren aktiviert werden.
Viele Substrate der MAPKSs sind nukledre Transkriptionsfaktoren. Aktivierte ERKs
phosphorylieren Uber 160 Substrate, Gberwiegend nukleare Proteine, wobei weitere
Substrate auch im Zytoplasma oder anderen Organellen gefunden wurden [103-
105].

Im Rahmen dieser Dissertation ist der Einfluss der verschiedenen RAF-Kinasen auf
die Mitochondrien von besonderer Bedeutung, so zeigen Galmiche et. al., dass
CRAF in oder an den Mitochondrien lokalisiert ist. Durch die funktionelle Bindung
an MEK reguliert CRAF die Verteilung und Form der Mitochondrien [106]. Auch
ARAF wurde in den Mitochondrien gefunden. Es konnte gezeigt werden, dass
ARAF mit hTom und hTom interagiert, die wiederum Teil des mitochondrialen Pro-

teintransportsystems sind. Dieses Ergebnis dient als Grundlage fur ein Modell, das
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ARAF als Teil einer koordinierten zellularen Kontrolle der mitochondrialen Funktion
betrachtet [107].

1.6 Identifikation von ARAF und CRAF/ RAF-1 als SIRT4-Interaktoren
mittels massenspektrometrischer Proteomanalyse

Im Rahmen einer massenspektrometrischen Proteomanalyse von SIRT4-
interagierenden Proteinen konnten verschiedene neue potentielle Bindungspartner
von SIRT4 identifiziert werden [57]. Unter diesen Interaktionspartnern befanden sich
uberraschenderweise auch ARAF und CRAF als bona fide extramitochondriale Pro-
teine und zentrale Regulatoren des MAPK-Signalweges. Vor Beginn der Arbeit war
bekannt, dass die Aktivierung von ERK2 zur Phosphorylierung (S616) und damit
zur Aktivierung des pro-fisson Faktors DRP1 fuhrt [108], was wiederum die Mito-
phagie fordert. Interessanterweise hemmt SIRT4 diese ERK-vermittelte Phospho-
rylierung von DRP1 und damit die mitochondriale fission [109].

An welcher Stelle des RAF-MAPK-Signalwegs SIRT4 hemmend eingreift, war zu

Beginn dieser Arbeit nicht bekannt.
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1.7 Ziele der Arbeit

Aus den Vorarbeiten im Labor und der Literatur ergeben sich folgende Fragestel-

lungen und Ziele fur die vorliegende Arbeit:

1.

Welche subzellulare Lokalisation weisen die RAF-Paraloge ARAF, BRAF
und CRAF auf? Diese Frage sollte biochemisch mittels subzellularer Frakti-
onierung und zellular mittels konfokalen-mikroskopischen Analysen geklart

werden.

. Interagiert SIRT4 mit RAF-Proteinen? Diese Frage sollte wiederum bioche-

misch mittels Koimmunprazipitationsanalyse und subzellular mittels konfo-

kal-mikroskopischer Experimente geklart werden.

Welche funktionelle Relevanz hat die vermutete SIRT4-RAF Kinase-Protein-
Interaktion in Bezug auf den mitochondrialen fission Regulator DRP1? Die
Aktivierung von DRP1 sollte mittels Westernblot Analyse in Zellen untersucht
werden, in denen die Expression von ARAF (shRNA) oder CRAF (CRISPR-

Cas9-vermittelter knockout) inhibiert wurde.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Losungen

Chemikalien/ Losungen Hersteller

1x Collagen IV Lyophilisat Sigma
2-Mercaptoethanol SIGMA Life Science
2-Propanol VWR
3-(N-morpholino)propansulfonicacid (MOPS) ICN
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) Sigma-Aldrich
Aceton Merck
Acrylamid

Agarose Sigma-Aldrich
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich
Ampicillin Sigma-Aldrich
Bovines Serumalbumin (BSA) AppliChem
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl2) Merck

CCCP

CHAPS Roth

COz2 independent media [-] Glutamine Invitrogen
Dimethylsulfoxid (DSMO) Sigma-Aldrich
Dinatrium-Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck
Dithiothreitol (DTT) GERBU Biotechnik
Dulbeccos’s Modified Eagle Medium Invitrogen

1x (DMEM)

Ethanol VWR

Fetales Kalberserum (FBS) Invitrogen
GeneRulerTM DNA Ladder Mix Thermo Scientific
Geneticin (G418) Genaxxon Bioscience
Glycerin Roth

Glycin Roth

HCI Roth
Hefeextrakt Roth

HEPES Roth

Igepal (NP40) Merck
Kanamycin Sigma-Aldrich
Kalziumchlorid (KClI) Merck
L-Glutamine Millipore
LB-Agar-Powder AppliChem
Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent Invitrogen
Magnesiumchlorid (MgClz2) Sigma-Aldrich
Mangan(ll)-chlorid (MnCl2) Roth

Mannitol

Methanol VWR
Milchpulver Roth
Natriumchlorid Sigma-Aldrich

Natriumcitrat Merck



Chemikalien/ Losungen
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

PageRuler Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyd

PBS (Dulbecco’s Phosphat gepufferte Salzlo-

sung 10x)
Penicillin/Streptomycin-Losung (P/S)

Piperazin-N,N"-bis (2-ethansulfonsaure)

(PIPES)

PMSF

Ponceau S

Prolong Gold Antifade Medium
Propidiumiodid

Puromycin

Roti®-Histofix

Rotiforese-Gel

Rotipore 5 x Bradford reagent solution
Sodium orthovanadate (Na3VOa)
Sucrose

TAE-Puffer
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trehalose
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypanblau 0,4%

Trypsin

TurboFect Transfection Reagent
Tween-20

B-Glycerophosphat

Protease Inhibitor Cocktail Tablets

21.2 Enzyme

Enzyme
HIND 11
NOT |

Hersteller

Roth

Merck

Thermo Scientific
Merck

PAN Biotech

Genaxxon Bioscience
AppliChem

Sigma

SERVA

Invitrogen

SIGMA Life Science
GENAXXON Bioscience
Roth

Roth

Roth

SIGMA Life Science

Roth

Roth

Merck

BIO-RAD

Genaxxon Bioscience
Life Technologies
Sigma-Aldrich
SIGMA Life Science
Roche

Hersteller
Thermo Scientific
Thermo Scientific
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2.1.3 Puffer und Medien

Puffer und Medien
Ko-IP Waschpuffer

EDTA (0,5 M) Stocklésung 200 mi

10 x Running Buffer Stocklésung (5 1)

10 x Blotting Buffer Stocklésung (1 1)

1 x Blottingbuffer (2 1)

10 x TBS Stocklésung (2 1)

5 x Laemmli Stocklésung (40 ml)

1% Agarosegel

Herstellung

Tris-HCl, pH7,4 50 mM
Chaps 0,3 %
Deoxycholate Na® 0,25 %
NaCl 120 mM
EDTA 1 mM
PMSF 1 mM
NasVO4 1 mM
NaF 1 mM

37,22 g Na2EDTA 2H20

140 ml H20

Einstellen auf pH 8.0

Mit 200 ml mit Milli-Q-Wasser
auffillen

Tris-HCI 150 g (0,125 M)
Glycine 720 g (0,96 M)

SDS 50 g (0,5 (w/v))

Auf 5 | mit Milli-Q-Wasser auf-
fallen

Einstellen auf pH 8,3

Tris 30,29 g (0,25 M)

Glycin 142,63 g (1,9 M)

Auf 1 I mit Milli-Q-Wasser auf-
fallen

10 x Blottingbuffer 200 ml
Methanol 400 ml
Milli-Q-Wasser 1400 mi

Vor Gebrauch frisch anset-
zen

Tris 121,14 g (500 mM)

NaCl 175,32 g (1500 mM)
Einstellen auf pH 7,5
Autoklavieren

SDS 10% (8 ml)

Glycerin/ Glycerol 100% (4
ml)

1M Tris HCI pH 6,8 (1 ml)
R-Mercaptoethanol (2 ml)
Auf 40 ml mit Milli-Q-Wasser
auffullen

Agarosepulver (5 g)

1 x TAE-Buffer (500 ml)
Einmal aufkochen, vor jedem
Gebrauch ebenfalls aufko-
chen
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Puffer und Medien
Trenngelpuffer (TGP) Stocklésung (1 1)

Sammelgelpuffer (SGP) Stocklésung
(11)

Trenngel (10 %)

Sammelgel (10 %)

2.1.4 Antikorper
2.1.4.1 Primarantikorper

Antikorper (Spezies)
anti-ARAF (C20) (aus Hase)
anti-ARAF (A-5) (aus Maus)
anti-ATP5A1 (aus Hase)
anti-Beta-Aktin (aus Maus)
anti-CRAF (aus Maus)
anti-FLAG M2 (aus Hase)
anti-FLAG M2 (aus Maus)
anti-GAPDH (aus Maus)
anti-GAPDH (aus Maus)
anti-GFP (aus Maus)
anti-GFP (aus Maus)
anti-Lamin A/C (aus Hase)
anit-MTCO02 (aus Maus)
anti-MTCO02 (aus Maus)
anti-Na/K-ATPase (aus Maus)
anti-pDRP1 Ser616 (aus Maus)

Herstellung

Tris-HCI 181,71 g (1,5 M)

SDS 4 g (0,4%)

Auf 950 ml mit Milli-Q-Wasser
auffullen

Einstellen auf pH 8,8
Anschlie3end auf ein Gesamtvo-
lumen von 1 | mit Milli-Q-Wasser
auffullen

Tris-HCI 60,57 g (0,5 M)

SDS 4 g (0,4%)

Auf 950 ml mit Mili-Q-Wasser auf-
fullen

Einstellen auf pH 6,8
Anschlieend Gesamtvolumen
von 1 | mit Milli-Q-Wasser auffil-
len

H20 8 ml

Acrylamid 6,6 ml

TGP 5,2 ml

10 % APS 200 pl

TEMED 8 pl

H20 3,4 ml
Acrylamid 1 ml
SGP 1,5 ml

10 % APS 60 pl
TEMED 6 pl

Hersteller/ Vertreiber
Santa Cruz (sc-408)
Santa Cruz (sc-166771)
Proteintech (14676-1-AP)
Santa Cruz (sc-47778)
Santa Cruz

Sigma Aldrich (F7425)
Abcam (ab49763)
Abcam (ab8245)

Santa Cruz (sc-47724)
Roche (14717400)
Roche (1181446001)
Cell Signaling

Abcam (ab3298)

Santa Cruz (sc-166178)
Sigma

Cell Signaling

15



Antikorper (Spezies)
anti-Raf1 (aus Hase)

anti-SIRT4 (aus Hase)
anti-SIRT4 (aus Maus)

2.1.4.2 Sekundarantikorper

Sekundarantikorper

Alexa Fluor®488 dye anti-goat IgG
Alexa Fluor®488 dye anti-mouse 1gG
Alexa Fluor®488 dye anti-rabbit IgG
Alexa Fluor®546 dye anti-mouse IgG
Alexa Fluor®546 dye anti-rabbit IgG
Alexa Fluor®546 dye anti-rat IgG
Alexa Fluor®633 dye anti-mouse 1gG
Alexa Fluor®633 dye anti-rat IgG
IRDye® 680RD anti-rabbit

IRDye® 800CW anti-goat

IRDye® 800CW anti-rabbit

2.1.5 Vektoren und Plasmide

pcDNA3.1-Sirt4-GFP

pLKO.1 puro ARAF shRNA 116
pLKO.1 puro ARAF shRNA 244
pLKO.1 puro ARAF shRNA 567
pLKO.1 puro ARAF shRNA 571
pLKO.1 puro ARAF shRNA 981
pLKO.1 puro leer Vektor
pCMV-FLAG-ORF ARAF
pCMV-FLAG-ORF BRAF
pCMV-FLAG-ORF CRAF

2.1.6 Bakterienstamme
E.coli DH5a

2.1.7 Laborgerite

Laborgerate
Bio Budget
Block-Heater

Electrophoresis Power Supply EPS 600

FACS Calibur + Flowing Software
Function Line

Gel Imager

Infinite M200Pro Decan Reader
Inkubator Hera Cell
Kaltzentrifuge Centrifuge 5417R
Lichtmikroskop Axiovert 28

LSM 510-Meta 200M (Konfokalmikroskop)

Hersteller/ Vertreiber
Abcam(ab181115)
Santa Cruz (sc-135053)
Sigma-Aldrich
(SAB1407208)

Hersteller
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
LI-COR
LI-COR
LI-COR

AG Piekorz
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
SinoBiologicals
Sinobiologicals
SinoBiologicals

Hersteller
Technologies GmbH
Stuart Scientific
Pharmacia

BD Bioscience
Heraeus

Intas

Tecan

Heraeus
Eppendorf
Zeiss

Zeiss
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Laborgerate

Neubauer Zahlkammer
Nikon Eclipse TE2000-E
Odyssey Infrared Technology
PCR-Mastercycler
pH-meter

Peglab Nano Drop 2000c
Schuttelinkubator 3031
Shaking Incubator-Multitron
Sterilbank Hera Safe
Tecan Microplate Reader
Thermo-Shaker
UV-Kammer

Vortexer: VF 2

Zentrifuge 5424

Zentrifuge 5810R

2.1.8 Verbrauchsmaterial

Sonstige Materialien

100 Zellkultur Schale
12-well Zellkulturplatte

150 mm Zellkultur Schale
24-well Zellkulturtestplatte
6-well Zellkulturtestplatte
Amersham Protran Nitrocellulosemembran
Cell scraper

Counting slides

Deckglaser @ 18 mm
Deckglaser @ 22 mm

FACS Canto I

Filterpapier Westernblot
Glas-Pasteurpipetten
Graduated Tips, 1250 ul XL
Graduated Tips, 300 pl
Graduated Tips, 10 ul

ibi Treat 60u-Dish (Lebendzellaufnahmen)
Kolben, 50 ml

Kolben, 100 ml

Kolben, 250 ml

Kolben, 500 ml

Kolben, 1000 ml

Klvetten

Laborflasche, 250 ml
Laborflasche, 500 ml
Laborflasche, 1000 ml
Laborflasche 2000 ml

Hersteller
Neubauer

Nikon

LI-COR
Eppendorf

Inolab

Thermo Scientific
GFL

INFORS
Heraeus

Tecan

Universal Labortechnik
INTAS

IKA Labortechnik
Eppendorf
Eppendorf

Hersteller
TPP

TPP

TPP

CytoOne
CytoOne

GE Health Care Life Sciences
Greiner bio-one
BIO-RAD
VWR

VWR

BD Bioscience
WhatmanTM
BRAND

Tip One

Tip One

Tip One

Ibidi

DURAN
DURAN
DURAN
DURAN
DURAN
Sarstedt
DURAN
DURAN
DURAN
DURAN
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Sonstige Materialien

Objekttrager

Omnifix-Spritzen (5 ml)

Petri-Dish (Bakterien)

Polystrene Round-Bottom Tube, 5 mi
Safe Seal Microtubes 1,5 mli
Stripette, 5ml

Stripette, 10 ml

Stripette, 25 ml

2.1.9 Zelllinien
Humane Zelllinien - Bezeichnung

HEK293

HEK293-eGFP
HEK293-SIRT4-eGFP
HEK293-SIRT4-(H161Y)-eGFP
HEK293-SIRT4-(A28)-eGFP
HelLa

HelLa-pUC-eGFP
HelLa-pUC-SIRT4-eGFP

SKBR3

SKBR3-CRAF- knockout

2.1.10 Kits

Kits
NucleoBond® Xtra Midi / Maxi

Hersteller
NeolLab
BRAUN
Greiner bio-one
Falcon

Sarstedt

Costar

Costar

Costar

Beschreibung,

Spezies, Herkunft
Embryonale Nierenzellen,
AG Piekorz / DSMZ
Embryonale Nierenzellen,
AG Piekorz [110]
Embryonale Nierenzellen,
AG Piekorz [110]
Embryonale Nierenzellen,
AG Piekorz [110]
Embryonale Nierenzellen,
AG Piekorz [110]
Epithelzellen Zervixkarzinom
AG Piekorz / DSMZ
Epithelzellen Zervixkarzinom
AG Piekorz [57]
Epithelzellen Zervixkarzinom
AG Piekorz[57]

Epithelzellen Adenokarzinom
AG Ahmadian/ DSMZ
(unpubliziert)

Epithelzellen Adenokarzinom
AG Ahmadian

(unpubliziert)

Hersteller
Machery-Nagel
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Bakterielle Transformation

Unter Transformation versteht man das Einbringen von Plasmid-DNA in Bakterien
mit dem Ziel, die Plasmid-DNA zu vermehren. Bei der Transformation von Plasmid-
DNA wurde das Plasmid zunachst in 20 ul gereinigtem Wasser verdinnt. Im nachs-
ten Schritt wurden kompetente E. coli Bakterienstamme auf Eis aufgetaut. Anschlie-
Rend wurde die Plasmidsuspension (1ug/ul; 1 pl) in die Bakteriensuspension gege-
ben und der Ansatz vorsichtig gemischt.

Dieser Ansatz wurde dann fur zwei Min. auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hit-
zeschock von 45 Sek. bei 42 °C. Danach wurden die Bakterien direkt wieder auf Eis
gelagert. Die Bakteriensuspension wurde mit 200 ul LB-Medium versetzt. Diese Lo-
sung wurde 40 Min. bei 350 rpom und 37 °C im Thermoinkubator geschittelt. An-
schliefend wurde die gesamte Losung mit einer Pipette aufgenommen, auf eine mit
Antibiotika (Kanamycin 50 ug/ ml) behandelte Selektions-Agar-Platte ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.2.1.2 Bakterielle Kultivierung zwecks Plasmidisolierung

Zur Kultivierung des transformierten Bakterienstammes wurden 200 ml LB-Medium
in einem 1-L-Erlenmeyerkolben verwendet. Dazu wurde eine Kolonie von der Agar-
platte abgenommen und mit dem LB-Medium im Erlenmeyerkolben inokuliert. An-
schlieRend wurde das Selektionsantibiotikum zugegeben. Alle Schritte wurden in
der Nahe einer blauen, rauschenden Flamme durchgefihrt.

Uber Nacht wurde der Erlenmeyerkolben in einen Schiittelinkubator gestellt und bei
37 °C und 110 rpm fur ca. 16 Std. inkubiert.

2.2.1.3 Glycerolkonservierung von Bakterienstammen

Nach der Herstellung der Bakterienkultur sollte diese in Glycerin konserviert wer-
den. Dazu wurden 500 pl der Vorkultur mit 500 pl einer mit destilliertem Wasser
verdunnten Glycerinlosung (65 %) versetzt. AnschlieRend wird der Glycerolstock in
ein 1,5 ml Eppendorfréhrchen tberflhrt, fir 60 Sek. in flissigem Stickstoff schock-

gefroren und anschlielend in einem Ultratiefklhlschrank bei - 80 °C gelagert.
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2.2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA (Maxi-Prap)

Die Isolierung der Plasmide erfolgte mit einem Kit der Firma Marchery Nagel (Du-
ren). Zunachst wurde das Bakterienpellet aufgetaut und in einem Gefald mit 12 ml
Buffer RE-ES mit RNase A 50 mg in 500 ml Buffer RES geldst. Das geloste Pellet
wurde funfmal mit 12 ml Puffer LYS-EF invertiert. Ein in eine Saule eingesetzter
Spezialfilter aus dem Kit wurde in eine Haltevorrichtung gestellt und mit 25 ml Buffer
EQ-EF benetzt, indem der Buffer in kreisenden Bewegungen Uber den Filterrand
gegossen wurde. In das 15 ml Falcon-Gefal wurden 12 ml Puffer NEU-EF gegeben
und so lange invertiert, bis die Lésung ihre blaue Farbe verlor, und 5 Min. auf Eis
inkubiert. AnschlielRend wurde die Lésung bei 4000 rpm flr 5 Min. bei 4 °C zentrifu-
giert. Nach der Zentrifugation wurde der klare Uberstand abgenommen und auf den
Filterrand gegeben. 10 ml Puffer FIL-EF wurden auf den Filterrand gegeben und es
wurde gewartet, bis die gesamte Flissigkeit durchgelaufen war. Anschlieend
wurde der Filter von der Saule entfernt. In weiteren Schritten wurden 90 ml Puffer
ENDO-EF und 35 ml Puffer WASH-EF durch die Saule gegeben. Anschlielend
wurde ein neues Gefald unter die Saule gestellt und 15 ml Puffer ELU-EF in die
Saule gegeben. Die Saule konnte weggeworfen werden. Das Gefald wurde mit 10,5
ml Isopropanol (Electran, Propan-2-ol) versetzt und bei 4500 x g fir 30 Min. bei
Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wird der Uberstand abgenommen, 5
ml 70%iges Ethanol zugegeben und erneut bei 4500 x g fur 5 Min. bei Raumtem-
peratur zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde das Plasmidpellet getrocknet und in
500 pl Nuklease-freiem Wasser resuspendiert. Nach erneutem Mischen auf einem

Schuttler konnte die DNA-Konzentration bestimmt werden (Nanodrop, siehe unten).

2.2.1.5 Restriktionsverdauanalyse

Zur Verifizierung des isolierten Plasmids wurden geeignete Restriktionsenzyme ein-
gesetzt, die in der Lage waren, die ringformige Plasmid-DNA zu linearisieren bzw.
Fragmente definierter LAnge herauszuschneiden. Je nach Plasmid wurden die ge-
eigneten Restriktionsenzyme und Puffer den entsprechenden Datenblattern ent-
nommen. Neben dem Restriktionsverdau wurde parallel eine Plasmidkontrollprobe

ohne Verdau mit Restriktionsenzymen eingesetzt und analysiert.

20



2.2.1.6 DNA-Gelelektrophorese

Die (un)geschnittenen Plasmide wurden anschlielRend zur GréRenkontrolle mittels
Gelelektrophorese unter Verwendung eines 1%igen Agarosegels aufgetrennt. Dazu
wurden 2 g Agarose in 200 ml 1 x TAE-Puffer in der Mikrowelle bis zur Verflissigung
erhitzt und anschlie3end in einer bereits vorbereiteten Gelgievorrichtung mit ent-
sprechendem Kamm geliert. Die vorherige Zugabe von 2,5 ul HD-Green in die Aga-
rose dient der spateren UV-Detektion der DNA-Fragmente. Die zuvor im Restrikti-
onsverdau geschnittenen DNA-Fragmente werden im Agarosegel nach ihrer GroRRe
(d. h. nach der Anzahl ihrer Basenpaare) aufgetrennt. So kann durch die Bestim-
mung der spezifischen Grolde der DNA-Fragmente die erfolgreiche Isolierung und

die Identitat des Plasmids Uberprift werden.

2.2.1.7 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Konzentrationsbestimmung und Qualitatskontrolle wurde das relative Verhaltnis
von DNA zu Protein in einem Photospektrometer (Nanodrop) bestimmt. Dazu wurde
ein Mikroliter der Plasmid-DNA in die Messspitze gegeben. Die Plasmidkonzentra-

tion wurde in pg/ul angegeben.

2.2.1.8 Transfektion von Plasmid-DNA

Der Transfer der codierenden cDNA-Sequenzen in eine Zelle erfolgt Uber ein iso-
liertes Plasmid, das in eukaryotische Zellen eingebracht wird. Dadurch kann das
gewunschte Protein Uber die zelleigene Proteinbiosynthese ektopisch exprimiert
werden. Dabei kann der Expressionsvektor, der fur das gewunschte Protein kodiert,
transient oder stabil transfiziert werden. Um das isolierte Plasmid in die Zelle einzu-
schleusen, wurden geeignete Transfektionsreagenzien bendtigt. Im Rahmen dieser
Dissertation wurde mit Lipofectamin 3000, Turbofekt und der CaCl2-Methode gear-
beitet. Die CaCl2-Methode wurde hauptsachlich fur die HEK293 Zelllinien verwen-
det. Dazu wurden 24 Std. vor der Transfektion ca. 1 Mio. Zellen in 30 ml Dulbeccos
Modified Eagels Medium (DMEM*/*) in eine 15 cm Zellkulturschale ausgestrichen.
Bei einer Konfluenz der Zellen von ca. 60-70 % wurde eine Transfektionslosung
hergestellt. Diese enthielt 15 ug der gewlnschten Plasmid-DNA, 445 pl steriles
Wasser und 55 pl CaClz (2,5 M) in einem Endvolumen von 500 ul, dem 500 ul 2 x
BBS unter Erzeugung von 4 bis 6 Luftblasen zugegeben wurden. Diese Losung
wurde dann vorsichtig auf die Zellen getropft und das Medium durch vorsichtiges
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Schwenken gemischt. Nach 6-8 Std. wurde das Medium gewechselt, um der zellto-
xischen Wirkung des Transfektionsreagenzes entgegenzuwirken. Die Transfektion
mit Turbofekt wurde meist in Verbindung mit konfokaler Mikroskopie auf 24-well-
Platten durchgefuhrt. Dabei wurden 75.000 Zellen 24 h vor der Transfektion ausge-
sat. 100 ul serumfreies DMEM wurden mit 1 pg Plasmid-DNA und dem doppelten
Volumen Turbofekt versetzt. Mit Opti-MEM wurde auf ein Gesamtvolumen von 200
pl aufgefullt. AnschlieRend wurde die Transfektionslosung fur 15 - 20 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Bei einer Zellkonfluenz von 70 - 90 % wurde die Trans-
fektionslosung tropfenweise auf die Zellen gegeben, wobei die Ansatze geschwenkt
wurden, um eine gleichmalige Verteilung zu gewahrleisten. Nach 48 Std. bei 37 °C
im Zellinkubator konnten die Zellen fur die Analyse verwendet werden. In einigen
Fallen erfolgte die Transfektion mit der Lipofectamin 3000-Methode, ebenfalls
hauptsachlich fir die konfokale Mikroskopie. Die Aussaat der Zellen erfolgte analog
zur Transfektion mit Turbofekt in 24-well Platten. 24 Std. spater wurden 2,5 pul Lipo-
fektamin LTX und 62,5 yl Opti-MEM in ein 1,5 ml Eppendorfgefald gegeben. In ein
weiteres 1,5 ml Eppendorfgefal® wurden 0,5 pg Plasmid-DNA, 0,625 ul Plus Rea-
genz und 31,25 ul Opti-MEM gegeben. AnschlieRend wurden die beiden Losungen
gemischt und 50 ul pro Well fir die Transfektion verwendet. Die Zellkonfluenz bei
der Transfektion sollte ebenfalls 60 - 70% betragen. Nach 24 Std. bei 37 °C im

Zellinkubator konnten die transfizierten Zellen isoliert und analysiert werden.

2.2.1.9 Generierung stabil transfizierter Zelllinien

Mit Hilfe von shRNA-kodierenden Expressionsplasmiden der Firma Sigma-Aldrich
(pLKO.1) wurden HeLa-Zelllinien generiert, die shRNAs gegen die ARAF-Kinase
exprimietren. Die Expressionsplasmide wurden zuvor durch Transformation in kom-
petente Bakterienstdmme gewonnen und isoliert. Zur Selektion stabil transfizierter
Zellen wurden die shRNA-kodierenden Expressionsplasmide mit einer Puromycin-
Resistenz verwendet. Die Transfektion wurde mit Turbofect durchgefuhrt. Als Ne-
gativkontrolle wurden Zellen generiert, die den Basisvektor (pLKO.1) ohne shRNA-
Sequenz enthielten. Zur Generierung stabiler Zelllinien wurden die Zellen unter

Puromycin-Selektion (2 pl/ ml) gehalten.
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Abb. 3: pLKO.1 puro Vektorkarte der shRNA-Plasmide gerichtet gegen ARAF.

Insgesamt wurden flinf gegen humanes ARAF gerichtete pLKO.1-Vektoren (zusammen mit dem
pLKO.1-Kontrollvektor ohne shRNA-Sequenz) analysiert.

Tabelle 1: Sequenzen der shRNA-Plasmide gerichtet gegen ARAF

Bezeichnung Sequenz

TRCNO0000191116 CCAACAGTTCTACCACAGTGT
TRCNO0000199244 CCCTGTCTCCTCCATCATTTG
TRCNO0000000567 CCAGCCAATCAATGTTCGTCT
TRCNO0000000571 GACTCTCAAGGGACGAAAGA
TRCNO0000199981 GCACTGATGCTGCCGGTAGTA
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Zelllyse und Gewinnung von Proteinlysaten

Zur Gewinnung der Proteinlysate mussten die Zellkompartimente zerstort werden,
um das gewunschte Protein verfugbar zu machen. Dazu wurde das alte Medium
entfernt und den Zellen vorsichtig 1 x PBS-/- (ohne Calcium und Magnesium) zuge-
geben. AnschlieRend wurden die Zellen aus der Zellkulturschale herausgespult.
Diese Zellsuspension wurde dann in ein 50 ml Schraubdeckelgefall (Falcon) tber-
fuhrt und bei 1200 x g fur 5 Min. zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgenommen und das Zellpellet in 1 ml 1 x PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml
Eppendorfgefaly Uberfuhrt. Als nachster Schritt erfolgte eine weitere Zentrifugation
bei 500 x g fiir 3 - 5 Min. bei 4 °C. AbschlieRend wurde der Uberstand wieder abge-
nommen und die Zellen mit einer geeigneten Menge Lysis-Puffer versetzt. Im Rah-
men dieser Promotion wurden Lysis-Puffer mit 0,5 % NP40 oder 0,3 % CHAPS
verwendet. Die Zellen wurden dann kurz in Stickstoff schockgefroren und auf Eis
aufgetaut, bevor die Lysate fur 20 Min. bei 11.000 x g und 4°C zentrifugiert wurden.
Der abschlieRende Uberstand wurde als Gesamtzelllysat gewonnen und bei - 20 °C

gelagert.

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford erfolgt durch quantitative
Bindung des Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie-Brillant-Blue G-250 an die Pro-
teine. Die Bindung des Farbstoffs an die negativ geladenen und unpolaren Seiten-
ketten der Proteine flhrt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465
auf 595 nm [111]. Mittels einer definierten Eichgrade, die aus BSA in verschiedenen
Konzentrationen hergestellt wurde, konnte auf die Proteinkonzentration einer Probe
geschlossen werden. Die Proben wurden photometrisch analysiert und die Protein-

konzentration in yg/ml angegeben.

2.2.2.3 Anti-eGFP Nanobody-vermittelte Kolmmunoprazipitation

Die anti-eGFP Koimmunprazipitation wurde mit Zelllysaten durchgefihrt, in denen
SIRT4-eGFP uberexprimiert war. Mit geeigneten anti-eGFP Nanobody Beads konn-
ten eGFP Fusionsproteine wie SIRT4-eGFP spezifisch und hochaffin immunoprazi-
pitiert werden. Dazu mussten die anti-eGFP Nanobody Beads zunachst gewaschen

werden. Fur einen Ansatz wurden 30 ul Beads und 500 ul Immunoprazipitation (IP)-
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Waschpuffer verwendet. In jedem Waschschritt wurde die Suspension fir 5 Min. bei
4°C und 500 x g zentrifugiert, wobei der IP-Waschpuffer nach jeder Zentrifugation
ausgetauscht wurde. Nach drei Waschschritten wurden 200 pl Waschpuffer zu den
anti-eGFP Nanobody Beads gegeben, so dass jeweils 15 yl Beads in 100 uyl Volu-
men geldst waren. Der Proteingehalt des Zelllysats wurde mittels Bradford-Test be-
stimmt. AnschlieRend wurden 3 mg Protein aus dem Gesamtzelllysat mit 100 pl der
hergestellten anti-eGFP Nanobody Beads Losung versetzt und diese Ansatze Uber
Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert [112].

2.2.2.4 Subzellulare Fraktionierung

Die subzellulare Fraktionierung ist ein Verfahren zur Trennung und Anreicherung
von Proteinfraktionen aus verschiedenen Zellkompartimenten. Hierflr wurde ein
Mito-Lysis-Puffer bendtigt, der 220 mM Mannitol, 70 mM Saccharose, 1 mM EDTA
und 20 mM HEPES bei einem Gesamtvolumen von 50 ml und einem pH-Wert von
7,5 enthielt. Dem Puffer wurde eine Tablette Protease-Inhibitor zugesetzt und mit
gereinigtem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 50 ml aufgeflllt. Die standige Kiih-
lung des Mito-Lysis-Puffers und aller Proben wahrend der Durchfihrung auf Eis war
von entscheidender Bedeutung. Zu Beginn wurden die Zellen durch Trypsinisierung
von den Zellkulturschalen geldst, vereinzelt und nach Zentrifugation als Zellpellets
isoliert. Ein Teil des Zellpellets wurde fur das Gesamtzelllysat enthommen, um spa-
ter als Kontrollprobe zu dienen. Anschlieend wurde das Zellpellet in 1 ml kaltem
Mito-Lysis-Puffer resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte ohne Detergenzien mit einer
Insulinspritze durch zehnmaliges Auf- und Absaugen. Die zytoplasmatische Frak-
tion wurde sechsmal hintereinander bei 16.000 x g fir 10 Min. zentrifugiert, wobei
jeweils der Uberstand abzentrifugiert wurde und das Pellet zurtickblieb. SchlieRlich
wurde der Uberstand erneut bei 7 000 x g fiir 15 Min. zentrifugiert. Der verbleibende
Uberstand definiert die zytoplasmatische Fraktion, wahrend die Pellets die mito-
chondrial angereicherte Fraktion darstellten. Diese Pellets wurden vereinigt und in
700 pl Mito-Lysis-Puffer resuspendiert. Es folgte eine zweimalige Zentrifugation bei
16.000 x g fur 10 Min. bei 4 °C, wobei nach jedem Schritt das Pellet in 900 ul Mito-
Lysis-Puffer resuspendiert und der Uberstand abgenommen wurde. Es folgte eine
dreimalige Zentrifugation bei 7 000 x g fir 15 Min. bei 4 °C mit Resuspension in
jeweils 900 pl. SchlieBlich wurde das Pellet in 60 yl Mito-Lysis-Puffer resuspendiert,
auf einen Sucrosegradienten aufgetragen und bei 12 000 x g fur 5 Min. bei 4 °C
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zentrifugiert. Dieser letzte Schritt wurde zweimal wiederholt. Das erhaltene Pellet
wurde schliellich je nach GroRe in 40 - 80 ul Resuspensionspuffer bestehend aus
40 mM Tris-HCI pH, 150 mM NaCl, 3% Glycerin, 0,5 mM DTT und Protease-Inhibitor

gelost. Die Proben wurden bis zur Western-Blot-Analyse bei - 80 °C gelagert.

2.2.2.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Far die Proteinanalyse wurde die SDS-PAGE verwendet. Zelllysate oder Koimmun-
prazipitationen wurden mit dem entsprechenden Laemmli-Denaturierungspuffer
versetzt und flr 10 Min. bei 95 °C erhitzt. Letzterer enthielt SDS, das den Proteinen
eine einheitliche negative Ladung verlieh. Dadurch war es moglich, die Proteine in
einem elektrischen Feld weitgehend unabhangig von ihrer Ladung nach ihrem Mo-
lekulargewicht zu trennen. Diese wanderten je nach Grolie unterschiedlich schnell
durch die Gelmatrix. Sowohl die PorengréfRe der Gelmatrix (d.h. der Gelanteil) als
auch die Spannung konnten in Abhangigkeit von der Gro3e des zu untersuchenden
Proteins variiert werden. Anschlief3end wurden die Proteine mittels Western Blot auf
eine Nitrozellulose- oder PVDF-Membran transferiert und durch Immundetektion mit

primaren und sekundaren (fluoreszierenden) Antikorpern visualisiert.

2.2.2.6 Western Blot | Immuno Blot-Analyse

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteinlysate wurden im nachsten Schritt auf
Nitrocellulosemembranen Ubertragen. Um die Proteine von der Gelmatrix auf die
Membran Ubertragen zu kénnen, musste zunachst ein Gefal® mit Blotting-Puffer ge-
fullt werden. Die Nitrozellulosemembran wurde auf einen Schwamm und drei Lagen
Whatman-Papier gelegt. Darauf wurde das SDS-PAGE-Gel luftblasenfrei positio-
niert, gefolgt von wiederum drei Lagen Whatman-Papier und einem weiteren
Schwamm. Diese Konstruktion wurde mit einer Klammer umgeben, verschlossen
und in einem Blotting-Gerat fixiert. Anschliefend wurden die Proteine bei einer
Spannung von 110 Volt fur 40 Min. auf die Nitrozellulosemembran Ubertragen. An-
schlieRend wurde die Membran fur 1 Std. in einer Blockierungslésung (5 % Milch-
pulver in TBST) inkubiert, um unspezifische Antikdrperbindungen zu minimieren.
Danach erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper, typischerweise in einer
Verdinnung von 1:500 bis 1:1000 in Blockierlésung, Uber Nacht bei 4 °C. Nach

dreimaligem Waschen in TBST wurde der sekundare Antikdrper in einer Konzent-

26



ration von 1:20.000 eingesetzt, um die spezifischen Antikdrpersignale mittels Fluo-
reszenz-Bildgebung durch einen Detektor (LI-COR) messen und dokumentieren zu

konnen.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Kultivierung humaner Zelllinien

Fur die Kultivierung der humanen Zelllinien wurde ein geeignetes Nahrmedium be-
notigt, das fur die verschiedenen Zelllinien unterschiedlich sein konnte. Fir die
HEK293-Zelllinien wurde DMEM als Basismedium verwendet.

Das Medium wurde mit einem geeigneten Antibiotikum (Penicillin/ Streptomycin)
und FCS (fotales Kalberserum; 10 %) versetzt, um einerseits eine Kontamination
mit Bakterien zu vermeiden und andererseits die Zellen ausreichend mit Wachs-
tumsfaktoren zu versorgen. Die Zellen wurden bei 37 °C und einer CO2-
Konzentration von 5 % in Zellinkubatoren kultiviert. Eine regelmafige Kontrolle der
Konfluenz und der Farbung des Mediums als Indikator flir den pH-Wert des Nahr-
mediums war notwendig, um die Vitalitat der Zellen zu erhalten. Wurde eine Kon-
fluenz von mehr als 80 % erreicht, mussten die Zellen geteilt werden. Dazu wurden
die Zellen zunachst mit 1 x PBS- (ohne Calcium und Magnesium) gewaschen. An-
schlielend wurden die Zellen je nach Zelllinie fir 5 - 10 Min. mit Trypsin-EDTA in-
kubiert, um die Zelladhasion zu l6sen. Die abgeldsten Zellen wurden mit 10 ml ge-
eignetem Nahrmedium aufgenommen, durch Pipettieren vereinzelt und in ein 50 ml
Schraubdeckelgefald (Falcon) uberfuhrt. Anschlie®end wurden die Zellen fur 5 Min.
bei 1200 x g zentrifugiert. SchlieBlich wurde das Zellpellet in 10 ml geeignetem
Nahrmedium resuspendiert. Die nun isolierten Zellen wurden in einem Verhaltnis
von 1:10 bis 1:20 in eine frische T75 Zellkulturflasche ausgestrichen. Um die stabil
transfizierten Zellen unter einem konstanten Selektionsdruck zu halten, wurde dem
Zellmedium ein geeignetes Selektionsmittel zugesetzt. Im Falle der stabil transfizier-
ten HEK293 Mutanten wurde G418 (Endkonzentration: 400 pug/ml) verwendet. Bei
anderen Zelllinien wurde in dieser Arbeit auch Puromycin (2 pg/ml) verwendet.

2.2.3.2 Kryokonservierung von Zelllinien

Fir die langfristige Konservierung humaner Zelllinien wurde eine maoglichst friihe
Passage der Zellen kryokonserviert. Die kryokonservierten Zellen sollten in einer
T75 Zellkulturflasche eine Mindestkonfluenz von ca. 70 - 80 % aufweisen, was einer
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Konzentration von etwa 1 Million Zellen pro ml entspricht. Vor der Konservierung
wurden die Zellen durch Trypsinisierung isoliert. Anschliel3end wurden sie in Voll-
medium resuspendiert und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit Einfriermedium
(4,5 ml FCS und 0,5 ml Dimethylsulfoxid) gemischt und auf funf 1 ml Cryoréhrchen
verteilt. Anschlielend wurden die Cryordéhrchen in eine Cryosafebox gestellt, die mit
Isopropanol geflllt war. Die Cryosafebox sorgt fur eine gleichmafige Temperatur-
abstufung von 1 °C pro Min. im - 80°C-Schrank. Nach einer Verweildauer von 2
Tagen im - 80 °C Schrank konnten die Kryorohrchen in den Stickstofftank Uberfuhrt

werden.

2.2.3.3 Zellzahlung (Neubauer Zahlkammer)

Wird fur ein Experiment eine moglichst genaue Zellzahl bendtigt, kdnnen die Zellen
mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt werden. Dazu wurden die Zellen wie
oben beschrieben trypsinisiert und abgeldst. Die abgeldsten Zellen wurden in 10 m
Medium aufgenommen. Anschliel3end wurden 10 ul dieser Zellsuspension entnom-
men und mit 10 yl Trypanblau versetzt. Lebende Zellen sind in der Lage, den blauen
Farbstoff aktiv auszuschleusen, so dass sich die Farbe in den toten Zellen anrei-
cherte. 10 ul der mit Trypanblau versetzten Zellsuspension wurden in eine entspre-
chend vorbereitete Neubauerkammer gegeben. Dazu wurden zwei leicht ange-
feuchtete Glasplatten verwendet. Diese mussten so aufeinander geschoben wer-
den, dass sie aneinander haften blieben. Wenn die charakteristischen blaulichen
Lichtbrechungen, die so genannten Newtonschen Interferenzfarben, auftraten, war
der richtige Abstand des Glasplattchens auf der Neubauer-Zahlkammer gewahrleis-
tet. Unter dem Mikroskop wurden die Zellen in den schachbrettartigen Quadranten
der Platte gezahlt. AnschlieRend wurde die Zellzahl pro ml Zellsuspension nach fol-

gender Formel bestimmt:

Gesamtzahl der gezahlten lebenden Zellen x 2 Gesamtvolumen der Probe Mischungsverhaltnis (vorher) x 100 x Zellen
Anzahl der gezahlten Kammern x ml.

2.2.4 Konfokale Laserscanning Mikroskopie

Fir die konfokale Lasercanning Mikroskopie wurden sowohl nicht transfizierte als
auch transient oder stabil transfizierte Zellen auf Coverslips mit 13 mm Durchmes-
ser in einer 24-well Zellkulturplatte ausgesat. Die Anzahl der ausgesaten Zellen hing
von der GroRe und der Zellteilungsrate der verwendeten Zelllinien ab. Vor der Aus-
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saat wurden die Coverslips dreimal mit sterilem PBS-Puffer (mit Calcium und Mag-
nesium; PBS*/*) gesplilt. Fur die Zellzahlbestimmung wurde eine Neubauerkammer
verwendet. Die Zellen wurden tropfenweise auf die Coverslips aufgetragen, wobei
auf eine gleichmafige Verteilung der Zellen zu achten war. Nicht transfizierte Zellen
wurden, falls erforderlich, 24 Std. nach dem Aufbringen transfiziert und weitere 48
Std. spater fixiert. Die Fixierung erfolgte mit einer 4%igen Paraformaldehydlésung
(PFA). Anschlieffiend wurden die Coverslips dreimal mit je 1 ml PBS-Puffer pro well
gewaschen. Die Fixierung der adharenten Zellen erfolgte mit 4 % PFA fur 20 Min.,
gefolgt von einem weiteren Waschschritt mit 1 ml PBS*/*. Im nachsten Schritt wur-
den die Zellen mittels Permeabilisierungslosung (500 ul pro well, 0,25 % Triton X-
100 in PBS/5; 5 Min.) fur die Antikrper zuganglich gemacht. Anschlie3end wurden
die Zellen erneut mit 1 ml PBS/- gewaschen. Die Blockierung unspezifischer Anti-
kdrperbindungen erfolgte durch Inkubation der Zellen in 3 % BSA in 1 ml PBS/-fur
1 Std. bei Raumtemperatur. Nach Entfernung der Blockierungslésung wurden die
Zellen mit 140 pl primarer Antikdrperlésung (Verdiinnung 1:500 bis 1:1000 in 1 %
BSA in 1 ml PBS/) versetzt und Uber Nacht bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Ansatze dreimal mit 1 ml PBS/- fur jeweils 5 Min. auf
einem Schuttler im Dunkeln gewaschen. Die sekundaren AlexaFluor-Antikdrper
wurden 1:500 in 1 % BSA in PBS"/- verdunnt. 140 ul der verschiedenen Antikorper-
Idsungen wurden vorsichtig in die jeweiligen Ansatze pipettiert und fur 2 Std. bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgten drei- bis finfminlitige Wasch-
schritte mit PBS/. Zum Nachweis des Zellkerns wurde DAPI in einer Verdiinnung
von 1:20000 in PBS/ verwendet. AnschlieRend wurden die Zellen auf den
Coverslips zweimal mit PBS /- gewaschen, bevor sie auf Objekttrager aufgebracht
und mit einem Eindeckmedium (Prolong Gold) fixiert wurden. Nach einer Trock-
nungszeit von 24 Std. konnten die Zellen mittels eines Meta-Konfokal-Mikroskops
LSM 510 der Firma Carl Zeiss mit einem Immersionsobjektiv 40/1.3 bei einer Wel-
lenlange von 468 nm, 488 nm, 543 nm und 633 nm analysiert und die Daten doku-

mentiert werden.

2.2.5 Durchflusszytometrie
Zur regelmaRigen Uberpriifung und Dokumentation der eGFP-Positivitat stabil
transfizierter Zelllinien, die eGFP als Kontrolle oder SIRT4-eGFP-Fusionsproteine

exprimieren, wurde die Durchflusszytometrie mit einem FACS-Gerat (FACS Canto
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Il von BD) durchgefuhrt. Dazu wurden die entsprechenden Zelllinien trypsinisiert,
die Zellen isoliert und in spezielle FACS-Ro6hrchen Uberfluhrt. In der Durchflusszyto-
metrie wurden die Zellen einzeln nach Volumen, Oberflachenbeschaffenheit und
Granularitat per Laser detektiert und in verschiedenen Diagrammen sichtbar ge-
macht. Die Vereinzelung erfolgte mittels Uberdruck und einer speziellen Tragerflis-
sigkeit. Diese Zellen wurden an einem Laser (Anregung bei 405 nm) vorbeigeflihrt,
wodurch eGFP angeregt wurde. Dies fuhrte zur Emission von Photonen mit einer
fur dieses Protein charakteristischen Wellenlange. Das Licht wurde von verschie-
denen Filtern und Spiegeln reflektiert und gebutndelt, um schliel3lich von Sensoren
detektiert zu werden. Unabhangig von einem fluoreszierenden Protein kénnen die
Grole und die Granularitat der Zellen mit Hilfe des Vorwartsstreulichts (FCS) und

des Seitwartsstreulichts (SSC) gemessen werden. Die Auswertung erfolgte mit ei-

ner speziellen Flowing-Software (FlowJo).
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3 Ergebnisse

3.1 Subzellulare Lokalisation von RAF-Kinase Paralogen

3.1.1 Biochemische Analyse der RAF-Kinase Paralogen mittels subzellularer
Fraktionierung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte herausgefunden werden, wo die verschiedenen
RAF-Paraloge in der Zelle lokalisiert sind. Um entsprechende Untersuchungen
durchfihren zu kdnnen, mussten zunachst FLAG-ARAF-, FLAG-BRAF- und FLAG-
CRAF-Konstrukte in HEK293-Zellen transient transfiziert werden (siehe Kap.
2.2.1.8). Anschlieflend wurden die Zellkompartimente durch verschiedene differen-
tielle Zentrifugationsschritte voneinander getrennt (siehe Kap. 2.2.2.5). Diese Me-
thode erlaubt eine deutliche Anreicherung, jedoch keine Aufreinigung der jeweiligen
Zellkomponenten. Mit Hilfe einer Westernblot-Analyse konnte eine erste Aussage
uber die subzellulare Verteilung der RAF-Paraloge getroffen werden. Als Marker fur
die verschiedenen Zellkompartimente dienten Antikdrper gegen die Proteine
GAPDH (cytosolischer Marker), ATP5A1 (mitochondrialer Marker), Na/K-ATPase
(Zellmembranmarker) und Lamin A/C (nuklearer Marker). Die nach Transfektion ex-
primierten FLAG-ARAF, FLAG-BRAF und FLAG-CRAF Proteine wurden mit einem
monoklonalen anti-FLAG M2 Antikdrper detektiert.

Eine Anreicherung der beiden Zellfraktionen ,Zytoplasma“ und ,Mito-angereichert"
aus dem Gesamtzelllysat konnte erreicht werden (Abb. 4). Die Markeranalyse
zeigte jedoch, dass neben den Mitochondrien auch andere Zellkompartimente mit
der Mitochondrienfraktion angereichert wurden, wie z.B. die Plasmamembran und
Bestandteile der Zellkernmembran. Das Zytoplasma hingegen war rtickstandsfrei
gereinigt und wies einen hohen Anteil an FLAG-BRAF, aber einen deutlich geringe-
ren Anteil an FLAG-ARAF und FLAG-CRAF auf. Interessanterweise waren alle drei
ektopisch exprimierten RAF-Paraloge deutlich und vergleichbar in der ,Mito-ange-
reicherten” Fraktion nachweisbar (Abb. 4), wobei dieser Befund letztlich nicht ein-
deutig eine starker mitochondrienassoziierte Lokalisation von FLAG-ARAF und
FLAG-CRAF (im Vergleich zu FLAG-BRAF) belegt. Um daher mit Hilfe einer kom-
plementaren Methode eine weitergehende Aussage uUber die Lokalisation der RAF-
Kinase-Paraloge treffen zu kdnnen, wurden im nachsten Schritt konfokale La-

serscanning Mikroskopie-Aufnahmen angefertigt.
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Abb. 4: Subzelluldre Lokalisation der RAF-Kinase Paraloge.

Westernblot-Analyse zur Bestimmung der Lokalisation von FLAG-ARAF-, FLAG-BRAF- und FLAG-
CRAF-Konstrukten in transfizierten HEK293-Zelllinien. Dargestellt sind das Gesamtizelllysat, die zy-
toplasmatische Fraktion (Zyto) und die angereicherte mitochondriale Fraktion (Mito-angereichert).
Zur Validierung der subzellularen Fraktionierung wurden entsprechende Markerproteine der einzel-
nen Fraktionen mit spezifischen Antikérpern nachgewiesen.
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3.1.2 Analyse der subzellularen Verteilung der RAF-Kinase Paraloge mittels
konfokaler Laserscanning Mikroskopie

Zur genaueren Analyse der Verteilung der RAF-Paralogen wurden Hela-Zellen
transient mit den Expressionskonstrukten FLAG-ARAF, FLAG-BRAF oder FLAG-
CRAF transfiziert, fixiert und das mitochondriale Netzwerk mit Antikorpern gegen
MTCO02, einer mitochondrialen Komponente der Atmungskette, angefarbt. Zusatz-
lich wurden Antikdrper gegen FLAG M2 verwendet, um die jeweiligen RAF-Paraloge
nachzuweisen. Die in Abb. 5 dargestellten Ergebnisse des konfokalen Laserscan-
nings weisen auf eine partielle Uberlagerung (Overlay) von MTC02 mit FLAG-ARAF
und FLAG-CRAF hin. Ein mitochondriales Overlay mit FLAG-BRAF konnte nicht
eindeutig beobachtet werden. Zusatzlich wurde die subzellulare Lokalisation von
endogenem ARAF untersucht, da hier im Gegensatz zu BRAF und CRAF mikros-
kopierbare Antikorper zur Verfligung standen. Auch fur endogen exprimiertes ARAF
konnte ahnlich wie fiir FLAG-ARAF eine partielle Uberlagerung mit MTC02 und da-
mit eine mitochondriale Kolokalisation verifiziert werden (Abb. 6). Somit deuten
diese Ergebnisse darauf hin, dass sowohl ARAF als auch CRAF an bzw. in Mito-

chondrien lokalisiert sind.
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Overlay,
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Abb. 5: Konfokale Laserscanning Mikroskopie von FLAG-RAF Proteinen und Mitochondrien
in transfizierten HeLa-Zellen.

Transfizierte HeLa-Zellen zeigen eine partielle Kolokalisation (Overlay) von FLAG-ARAF bzw. FLAG-
CRAF mit Mitochondrien. Die Zellen wurden immunzytochemisch mit Antiseren gegen FLAG-ARAF,
FLAG-BRAF oder FLAG-CRAF (anti-FLAG M2; rot) und MTCO02 (Mitochondrienmarker; griin) inku-
biert und konfokal-mikroskopisch analysiert.

MaRstab: Balken = 100 ym bzw. 50 ym.
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Overlay

Abb. 6: Konfokale Laserscanning Mikroskopie von endogenem ARAF und dem Mitochon-
drienmarker MTCO02.

Hela-Zellen zeigen eine partielle Kolokalisation (Overlay) von endogenem ARAF mit dem mitochond-
rialen Marker MTCO02. Die Antikérper gegen endogenes BRAF und CRAF waren aufgrund von Vorex-
perimenten nicht fur die konfokale Mikroskopie geeignet.

MaRstab: Balken = 50 um.

3.2 Interaktion von SIRT4 mit RAF-Kinase Paraloge

3.2.1 Analyse der SIRT4 — RAF-Kinase Interaktion mittels Koimmunoprazipi-
tation

In frGheren Arbeiten konnte mittels Massenspektrometrie und Proteomanalyse ein
SIRT4-Interaktom beschrieben werden [28], in dem ARAF und CRAF als neue po-
tentielle Interaktionspartner des bona fide mitochondrial lokalisierten Sirtuins SIRT4
identifiziert wurden. Um diese Ergebnisse weiter zu validieren, wurden im nachsten
Schritt Gesamtzelllysate aus eGFP- und SIRT4-eGFP-exprimierenden HEK293-
Zellen gewonnen und Koimmunoprazipitationsexperimente mit der anti-eGFP-Na-
nobody-Methode (siehe Kap. 2.2.4) durchgefuhrt. Die HEK293-eGFP Zelllinie
diente als Kontrolle, um eine Interaktion von SIRT4-interagierenden Proteinen mit

eGFP ausschlielRen zu konnen.
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Abb. 7: Validierung der ARAF und CRAF-spezifischen Antikorper.

Westernblot-Analyse zur Bestimmung der ARAF-CRAF-Antikérper. Dargestellt sind das Gesamtzell-
lysat der SKBR3-wt und SKBR3-KO-Zellen. Zur Validierung der Antikdrper gegen ARAF und CRAF
wurde der linke Teil des Westernblots mit spezifischen CRAF-Antikdrpern inkubiert. Der rechte Teil
des Westernblots wurde mit einem spezifischen ARAF-Antikérper inkubiert.
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Abb. 8: SIRT4-eGFP, nicht aber eGFP, interagiert mit endogenem ARAF.

Die eGFP/SIRT4-eGFP-Immunprazipitation (IP) wurde mit Gesamtzelllysaten von HEK293-Zelllinien
durchgefihrt, die stabil eGFP oder SIRT4-eGFP exprimieren. Es wurden single-domain-antibodies
(Nanobodies) verwendet, die gegen eGFP gerichtet sind. Die IP wurde mit 2 mg Gesamtzellprotein
durchgefiihrt. Im Western Blot wurden eGFP und endogenes ARAF mit spezifischen Antikdrpern
nachgewiesen.
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Abb. 9: SIRT4-eGFP, nicht aber eGFP, interagiert mit endogenem BRAF.

Die eGFP/SIRT4-eGFP-Immunprazipitation (IP) wurde mit Gesamtzelllysaten von HEK293-
Zelllinien durchgefiihrt, die stabil eGFP oder SIRT4-eGFP exprimieren. Es wurden single-domain-
antibodies (Nanobodies) verwendet, die gegen eGFP gerichtet sind. Die IP wurde mit 2 mg Ge-
samtzellprotein durchgefiihrt. Im Western Blot wurden eGFP und endogenes BRAF mit spezifi-
schen Antikdrpern nachgewiesen
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Abb. 10: SIRT4-eGFP, aber nicht eGFP, interagiert mit endogenem CRAF.

Die eGFP/SIRT4-eGFP-Immunprazipitation (IP) wurde mit Gesamtzelllysaten von HEK293-Zelllinien
durchgefiihrt, die stabil eGFP oder SIRT4-eGFP exprimieren. Es wurden single-domain-antibodies
(Nanobodies) verwendet, die gegen eGFP gerichtet sind. Die IP wurde mit 2 mg Gesamtzellprotein
durchgefiihrt und im Westernbllot wurden eGFP und endogenes CRAF mit spezifischen Antikérpern
nachgewiesen.
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Mit Hilfe dieser Koimmunoprazipitationsexperimente konnte eine (direkte oder indi-
rekte) Interaktion von SIRT4-eGFP mit ARAF, BRAF und CRAF gezeigt werden
(Abb. 8 - 10).

Endogenes BRAF hingegen scheint in der Koimmunoprazipitation nur schwach mit
SIRT4-eGFP zu interagieren (Abb. 9). Als nachstes stellten sich unter anderem die
Fragen, ob die SIRT4-RAF-Interaktion von der enzymatischen Aktivitat von SIRT4
abhangt und in welchen Zellkompartimenten sie stattfindet, wobei letzteres im
nachsten Kapitel ebenfalls mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie unter-
sucht wurde. Zur Klarung der obigen Fragen wurde zusatzlich eine SIRT4-Mutante
untersucht, die entweder enzymatisch inaktiv war (H161Y) oder der die ersten 28
Aminosauren des N-Terminus fehlten (A28N) (Abb. 11). Da dieser fur die Translo-
kation des SIRT4-Proteins in das Mitochondrium bendtigt wird, kann das AN28-
SIRT4-eGFP-Protein nach seiner Synthese nicht mehr in das Mitochondrium trans-
portiert werden und verbleibt somit im Zytoplasma [113]. Diese mutierten SIRT4-
DNA-Sequenzen wurden zuvor stabil in HEK293-Zellen transfiziert und entspre-
chend stabile Zelllinien selektiert [113]. Die eGFP-Positivitat und damit die Expres-
sion der SIRT4-Konstrukte in diesen Zelllinien wurde regelmalig mittels durch-
flusszytometrischer Analysen (siehe Kap. 2.2.5) Uberpruft (Abb. 12).

Die Ergebnisse einer ersten Anti-eGFP- Koimmunoprazipitationsanalyse zeigten,
dass SIRT4 und die beiden SIRT4-Mutanten H161Y und AN28 in ahnlichem Aus-
malfd mit der endogenen ARAF-Kinase interagieren kénnen (Abb. 13). Die SIRT4-
ARAF-Interaktion scheint also extramitochondrial und unabhangig von der enzyma-

tischen Aktivitat von SIRT4 zu erfolgen.
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Abb. 11: Stabile Expression von SIRT4-eGFP Varianten in HEK293-Zellen.

Schematische Darstellung von SIRT4 im Vergleich zu SIRT4-eGFP, der enzymatisch inaktiven
Punktmutante SIRT4(H161Y)-eGFP und der N-terminalen Deletionsmutante AN28-SIRT4-eGFP.
VL: Volle Lange; MTS, mitochondrial translocation sequence. Erstellt mit Biorender.com.
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Abb. 12: Uberpriifung von HEK293-Zelllinien, die stabil SIRT4-eGFP bzw. dessen Mutanten
exprimieren.

Zur Uberpriifung der eGFP-Positivitat der generierten stabilen HEK293-Zelllinien wurden durch-
flusszytometrische Analysen (FACS) durchgefihrt. Aufgetragen wurde die Anzahl der Zellen auf der
Y-Achse gegen die Starke des detektierten eGFP-Signals auf der X-Achse (logarithmisch). Es wur-
den jeweils 10.000 Zellen durchflusszytometrisch untersucht. Das Balkendiagramm zeigt die pro-
zentuale eGFP-Positivitat in den jeweiligen Zelltypen.
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Abb. 13: ARAF interagiert mit SIRT4-eGFP und den untersuchten SIRT4-eGFP Mutanten.

Die SIRT4-eGFP-Immunprazipitation (IP) wurde mit Gesamtzelllysaten von HEK293-Linien durch-
gefluhrt, die stabil eGFP oder SIRT4-eGFP exprimieren. Zusatzlich wurden die Mutanten A28N-
SIRT4-eGFP und SIRT4(H161Y)-eGFP untersucht. Dazu wurden single-domain-antibodies (Nano-
bodies) verwendet, die gegen eGFP gerichtet sind. Die IP wurde mit 3 mg Gesamtzellprotein durch-
gefihrt und im Western Blot wurden eGFP und endogenes ARAF mit spezifischen Antikdrpern de-
tektiert.

3.2.2 Analyse der SIRT4 - RAF-Kinase Kolokalisation mittels konfokaler La-
serscanning Mikroskopie

Da in den Koimmunprazipitationsexperimenten bereits eine (direkte oder indirekte)
Interaktion von ARAF und CRAF mit SIRT4 gezeigt werden konnte, sollten die bis-
herigen Daten mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie nochmals untermauert
werden. Dazu wurde eine transiente Transfektion mit N-terminal FLAG-Tag versetz-
ten ARAF-, BRAF- und CRAF-Konstrukten in Hela-pUC2-SIRT4-eGFP-Zellen
durchgefuhrt. Die Ergebnisse in Abb. 14 zeigen, dass SIRT4-eGFP eine leichte
bzw. deutlichere Kolokalisation mit FLAG-ARAF bzw. FLAG-BRAF aufweist, wah-
rend Uberraschenderweise keine Kolokalisation mit FLAG-CRAF beobachtet wurde.
Letzteres Ergebnis steht im Widerspruch zu den in Abb. 10 dargestellten Daten der

Koimmunprazipitation.
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Abb. 14: Konfokale Laserscanning Mikroskopie von FLAG-RAF Fusionsproteinen und
SIRT4-eGFP in HeLa-Zellen.

In dem flr die konfokale Mikroskopie geeigneten HelLa-Zellmodell konnte eine partielle Kolokalisa-
tion (Overlay) von FLAG-ARAF, FLAG-BRAF oder FLAG-CRAF (jeweils rot dargestellt) mit SIRT4-
eGFP (griin) beobachtet werden. FLAG-CRAF zeigte in diesem Experiment keine erkennbare Kolo-
kalisation (Overlay) mit SIRT4-eGFP.

Mafstab: Balken = 50 ym.

Zur ubersichtlichen Darstellung wurde die folgende Tabelle erstellt. Flir endogenes
ARAF konnte eine Kolokalisation mit MTC02 und SIRT4 eGFP gezeigt werden.
FLAG-ARAF bestatigte dieses Ergebnis und untermauert durch die Daten der sub-
zellularen Fragmentierung, dass ARAF in den Mitochondrien lokalisiert zu sein
scheint. Problematisch ist, dass der endogene BRAF-Antikorper in den konfokalen

Laserscanning Mikroskopie-Experimenten nicht nachgewiesen werden konnte. Fur
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FLAG-BRAF zeigt sich jedoch eine schwache Kolokalisation mit MTC02 und eine
starke mit SIRT4-eGFP. Die subzellulare Fraktionierung deutet auf eine Uberwie-
gend zytosolische Verteilung hin. Endogenes CRAF konnte mit SIRT4-eGFP im-
munprazipitiert werden. Fur FLAG-CRAF konnte eine Kolokalisation mit MTC02

sowie eine Kolokalisation mit SIRT4-eGFP gezeigt werden.

Tabelle 2: Ubersichtliche Darstellung der Lokalisation und Kolokalisation von endogenen
RAF-Paralogen und ARAF-, BRAF- und CRAF-Kinasen

ARAF (endogenous) + + n.d. n.d. ++
FLAG-ARAF + + + ++ n.d.
BRAF (endogenous) n.d. n.d. n.d. n.d. + /=
FLAG-BRAF +/= ++ ++ + n.d.
CRAF (endogenous) n.d. n.d. n.d. nd. o
FLAG-CRAF ++ = + ++ n.d

3.3 Funktionelle Interaktion von ARAF und CRAF mit DRP1

3.3.1 Small hairpin (shRNA)-vermittelte zellulare Depletion von ARAF in
HEK293-Zellen

Bisher konnte eine mitochondrienassoziierte Interaktion und Kolokalisation von
ektopisch exprimiertem SIRT4 mit den RAF-Kinasen und MAPK-Aktivatoren ARAF
und CRAF beobachtet werden (Tab. 2). Unklar war jedoch die Funktion dieser In-
teraktion in Bezug auf die MAPK (ERK)-vermittelte Phosphorylierung und damit Ak-
tivierung der GTPase DRP1, die fir die mitochondriale fission und Mitophagie es-
sentiell ist [109]. DRP wird hierbei an der Position Serin 616 (S616) phosphoryliert.
In dieser Arbeit sollte zunachst die funktionelle Rolle von ARAF und CRAF bei der
Phosphorylierung des fission Regulators DRP1 untersucht werden. Dazu wurde die
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Expression von ARAF und CRAF durch shRNA-vermittelte Depletion von ARAF in
HEK293-Zellen (Abb. 16A und B) bzw. durch CRISPR-Cas9-vermittelte Deletion
von CRAF in SKBR3-Zellen herunterreguliert. Letztere SKBR3 CRAF k.o. Zellen
wurden von Dr. Marcel Buchholzer und Prof. Reza Ahmadian (Institut fur Biochemie
und Molekularbiologie 1) zur Verfugung gestellt.

Die zellulare Depletion von ARAF wurde mit finf verschiedenen spezifischen shR-
NAs (116, 224, 567, 571, 981) durchgefuhrt, die in den lentiviralen Expressionsvek-
tor pLKO.1 kloniert wurden und gegen verschiedene Abschnitte der humanen ARAF
MRNA gerichtet sind (Abb. 15). Als Kontrolle diente der Vektor pLKO.1 ohne ein-
gebaute shRNA (Leervektor), der keinen Einfluss auf die ARAF-Expression haben
sollte. Die pLKO.1-Konstrukte, die alle einen Puromycin-Selektionsmarker tragen,
wurden in HEK293-Zellen transfiziert und die Zellen in Puromycin-haltigem Wachs-
tumsmedium selektiert. Zur Uberpriifung der zellularen ARAF-Proteindepletion wur-
den in regelmaligen Abstanden (4 bis 12 Tage nach Transfektion) Westernblot-
Analysen durchgefuhrt (Abb. 16A) und die relativen ARAF-Proteinmengen
(ARAF/B-Aktin) mittels ImageJ-basierter densitometrischer Analyse der Proteinban-
den ausgewertet (Abb. 16B). Es konnte gezeigt werden, dass die shRNA-Kon-
strukte 244 und 567 die effizienteste Herunterregulation von ARAF (bis zu ca. 70 %)
in HEK293-Zellen ermdglichen (Abb. 16B).

116 244 267 a7 981

S LLLLiiii i iiaiig AAA3
ARAF-ORF

Abb. 15: Schematische Darstellung der mRNA-Struktur des ARAF-Transkripts und der
relativen Lage der untersuchten ARAF spezifischen shRNAs.

Die roten Balken stellen die Anti-sense Strange der shRNA-Konstrukte 116 bis 981 dar.
Erstellt mit Biorender.com.
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Abb. 16: shRNA-vermittelte Depletion von ARAF in HEK293 Zellen.

Die Uberprifung der Depletion von ARAF durch pLKO.1-shRNA-Konstrukte erfolgte durch Western
Blot-Analyse transfizierter HEK293-Zellen. Hierzu wurden spezifische Antikorper gegen ARAF (obe-
rer Teil der aufgeschnittenen Membran) und B-Aktin (Ladungskontrolle; unterer Teil der aufgeschnit-
tenen Membran) verwendet (A). AnschlieBend wurden die Bandenintensitaten von ARAF im Ver-
gleich zu B-Aktin mit Hilfe des Programms ImagedJ verglichen und in einem Balkendiagramm darge-
stellt (Kontrollzellen, die den pLKO.1-Vektor ohne shRNA exprimieren: 100%) (B).
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3.3.2 Einfluss der zellularen Depletion von ARAF und knockout von CRAF
auf die Phosphorylierung des Pro-fission Regulators DRP1

Im nachsten Schritt wurde die Auswirkung der Herunterregulation von ARAF bzw.
des CRAF-knockouts auf den Pro-fission Faktors DRP1 untersucht. Wie oben be-
schrieben, wurden ARAF-depletierte HEK293-Zellen und SKBR3-Zellen mit CRAF-
Defizienz verwendet. Die Zelllinien wurden in Kombination mit Oligomycin und
CCCP (jeweils 5 uM) behandelt, um die mitochondriale Atmungskette zu inhibieren,
dadurch mitochondrialen Stress zu induzieren und schlie3lich mitochondriale fission
und Autophagie auszulosen. Die behandelten Zellen wurden nach 10 Min. zum ers-
ten Mal und nach insgesamt 60 Min. erneut geerntet. Nach der Zelllyse und Pro-
benaufbereitung der Gesamtzelllysate wurden Westernblot-Analysen durchgeflhrt.
Hierbei sollte geklart werden, ob unter den verwendeten mitochondrialen Stressbe-
dingungen die reduzierte/fehlende Expression von ARAF bzw. CRAF zu einer re-
duzierten MAPK-vermittelten Phosphorylierung von DRP1 (S616) fuhrt.

In einem ersten Experiment zeigte sich ein heterogenes Bild in ARAF-depletierten
HEK293-Zellen im Vergleich zu HEK293-Vektorkontrollzellen. Wahrend die pDRP1
(Ser616)-Proteinmengen nach Oligomycin/ CCCP-Behandlung in beiden unter-
suchten ARAF shRNAs frih nach 10 Min. erhéht waren, wurde nach 60 Min. Be-
handlung eine (erwartete) Reduktion von pDRP1 (S616) beobachtet (Abb. 17 A und
B). Diese unterschiedliche Regulation von pDRP1 (S616) kdnnte moglicherweise
mit einer noch nicht ausreichenden Herunterregulation von ARAF durch die einge-
setzten shRNAs zusammenhangen.

Ein konsistenteres Bild ergab sich bei der Analyse von SKBR3 CRAF k.o.-Zellen, in
denen die CRAF-Defizienz mittels eines CRAF-spezifischen Antikérpers im Wes-
tern Blot bestatigt werden konnte (Abb. 18A). Im Vergleich zu SKBR3-Wildtypzellen
waren die pDRP1 (S616)-Proteinmengen in CRAF k.o.-Zellen sowohl nach 10-
minutiger als auch nach 60-minutiger Oligomycin/ CCCP-Behandlung deutlich re-
duziert. Diese ersten Ergebnisse deuten darauf hin, dass ARAF und CRAF als po-
sitive Regulatoren der Phosphorylierung von DRP1 an Serin 616 fungieren.
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Abb. 17: Eine reduzierte ARAF-Expression in HEK293-Zellen ist assoziiert mit erniedrigten
pDRP (S616) Proteinmengen nach 60-minitiger Oligomycin/ CCCP Behandlung und mito-
chondrialem Stress.

(A) Westernblot-Analyse zur Bestimmung der Proteinmenge von pDRP1 (Ser616) in HEK293-
pLKO.1 (Leervektor) und HEK293 shRNA244 und shRNA567 Zellen. Die Westernblots wurden mit
spezifischen Antikérpern gegen CRAF, pDRP1 (Ser616) und 3-Aktin als Ladekontrolle inkubiert. Mit
Hilfe der Software /ImageJ wurden die relativen Proteinmengen von pDRP1 (Ser616) auf die La-
dungskontrolle B-Aktin normiert und in einem Balkendiagramm dargestellt (B).
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Abb. 18: Die Proteinmengen von pDRP1 (S616) sind in CRAF-knockout SKBR3-Zellen gegen-
tiber Wildtyp-Zellen nach Oligomycin/CCCP-induziertem mitochondrialen Stress reduziert.

(A) Westernblot-Analyse zur Bestimmung der Proteinmengen von pDRP1 (Ser616) in SKBR3-
Wildtyp- und SKBR3-CRAF-knockout-Zellen. Die Westernblots wurden mit spezifischen Antikdrpern
gegen CRAF, pDRP1 (Ser616) und p-Aktin als Ladekontrolle inkubiert. Mit Hilfe der Software ImageJ
wurden die relativen Proteinmengen von pDRP1 (Ser616) auf die Ladungskontrolle 3-Aktin normiert
und in einem Balkendiagramm dargestellt (B).
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4 Diskussion

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit Daten erhoben werden, die darauf hin-
deuten, dass BRAF im Vergleich zu den beiden anderen Paralogen CRAF und
ARAF vermehrt im Zytoplasma vorkommt, wahrend ARAF und CRAF, nicht aber
BRAF, vermehrt in oder an Mitochondrien lokalisieren. In Vorarbeiten [28, 46]
konnte massenspektrometrisch ein SIRT4-Interaktom entschlisselt werden, dass
durch die Anwesenheit von ARAF und CRAF auffiel. In der vorliegenden Arbeit
wurde erstmals eine Interaktion von ARAF und CRAF mit dem bona fide mitochond-
rial lokalisierten Sirtuin SIRT4 mittels Koimmunoprazipitation validiert. Eine zyto-
plasmatische Interaktion kann nicht ausgeschlossen werden, da ARAF mit AN28-
SIRT4, einer SIRT4-Deletionsmutante, der die N-terminale mitochondriale Zielse-
quenz fehlt, koimmunoprazipitiert und SIRT4 bereits auch im Zytoplasma nachge-
wiesen wurde [53, 57]. Diese Befunde konnten zum Teil durch die Kolokalisation
von FLAG-ARAF und SIRT4-eGFP in konfokalen Laserscanning Mikroskopie-Bil-
dern bestatigt werden (Abb. 14). Schliel3lich konnten auf funktioneller Ebene nach
erfolgreicher zellularer Depletion von ARAF teilweise reduzierte Mengen des mito-
chondrialen Pro-fission Faktors pDRP1 (Ser616) nachgewiesen werden (Abb. 17
und B). Im Falle eines CRAF-knockouts konnte eine deutlich reduzierte Menge an
pDRP1 (Ser616) Protein im Vergleich zu CRAF-Wildtyp SKBR-Zellen beobachtet
werden (Abb. 18 A und B). Somit scheinen ARAF und CARF die Phosphorylierung
und Aktivierung des mitochondrialen Pro-fission Faktors DRP1 Uber den MAPK-
Signalweg positiv zu regulieren. Die geplante Untersuchung eines zeitlich inhibie-
renden Einflusses von SIRT4 auf ARAF und CRAF und damit auf die MAPK-
vermittelte Phosphorylierung und Aktivierung von pDRP1 (S616) konnte aufgrund
technischer Schwierigkeiten bei der Etablierung eines induzierbaren SIRT4-eGFP

Expressionssystems in SKBR3 Zellen nicht durchgefuhrt werden.

Die Ergebnisse, die zu den Ergebnissen dieser Arbeit gefiihrt haben, mdgliche Wir-
kungsmechanismen und eine kritische Reflexion der in dieser Arbeit angewandten
Methoden sowie ein Ausblick auf die Weiterentwicklung des Projektes werden im

folgenden Teil dieser Arbeit vorgestellt und diskutiert.
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Subzellulare Lokalisation der RAF-Kinase Paraloge

Zu Beginn dieser Arbeit sollte zunachst die Lokalisation der RAF-Kinase-Paraloge
in der Zelle durch subzellulare Fraktionierung untersucht werden. Da auch SIRT4
pradominant in den Mitochondrien lokalisiert ist und als potentieller Interaktions-
partner gilt, stellte sich die Frage nach der Verteilung der RAF-Kinasen in der Zelle
bzw. deren Lokalisation in den Mitochondrien [13]. In friheren Studien konnte ge-
zeigt werden, dass die RAF-Kinasen ubiquitar in der Zelle verteilt sind, wobei ARAF,
BRAF und CRAF in unterschiedlichen Zellkompartimenten vorzukommen scheinen
[107]. Bisher konnte gezeigt werden, dass ARAF mit den mitochondrialen Import-
Protein-Komplexen TIM und TOM der inneren und dufReren Mitochondrienmembran
interagiert. Analysen hochaufgereinigter mitochondrialer Fraktionen konnten ARAF,
aber nicht CRAF in oder an den Mitochondrien nachweisen [107]. Andere Publika-
tionen kommen zu gegenteiligen Ergebnissen. In der Arbeit von Galmiche et al.
[106] konnte unter anderem mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie gezeigt
werden, dass CRAF paralogspezifisch an den Mitochondrien lokalisiert ist. Dartber
hinaus scheint CRAF die Form und Verteilung der Mitochondrien zu beeinflussen
[106].

Strukturelle Besonderheiten aller RAF-Paraloge schranken ihre Lokalisation in der
Zelle weiter ein. So zeigte sich, dass alle RAF-Paraloge uber N-terminale RBD-
(RAS-binding) oder CRD- (cystein-rich) Domanen direkt oder indirekt Gber RAS an
die Plasmamembran gebunden sind. Die Rekrutierung der RAF-Kinasen erfolgt aus
dem Zytosol [77]. Nach Durchflihrung der subzellularen Fraktionierung stellte sich
heraus, dass das in dieser Arbeit verwendete Protokoll nur flr die Aufreinigung der
zytosolischen Fraktion optimal geeignet war, da in der mitochondrialen Fraktion ne-
ben den Mitochondrien auch Nuklei und Plasmamembranen angereichert wurden.
Dies konnte anhand fraktionsspezifischer Markerproteine der schlieRlich membran-
haltigen Partikelfraktion im Vergleich zum Gesamtzelllysat abgeleitet werden (Abb.
4). Daher kann in dieser Arbeit nur eine belastbare Aussage uber die relative Ver-
teilung der RAF-Kinasen im Zytosol gemacht werden. Es zeigte sich, dass in der
zytosolischen Fraktion vermehrt BRAF angereichert war, wahrend die Mengen an
ARAF und auch CRAF reduziert waren. Im weiteren Verlauf konnte mittels konfo-
kaler Laserscanning Mikroskopie eine Kolokalisation von Mitochondrien (gemessen
am MTCO02/COXII-Marker) mit FLAG-ARAF- oder FLAG-CRAF-Fusionsproteinen
reproduzierbar nachgewiesen werden (Tab. 2). Es wurden bewusst N-terminale
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FLAG-RAF Fusionsproteine verwendet, da im Gegensatz zu ARAF (Abb. 6) die vor-
handenen Antikorper gegen endogenes CRAF oder BRAF in konfokalmikroskopi-
schen Experimenten technisch nicht funktionierten. Andererseits sollten Unspezifi-
taten der Anti-RAF-Antikorper vermieden werden, da insbesondere ARAF und
CRAF starke Ahnlichkeiten in Molekulargewicht und Struktur aufweisen [77]. Somit
kann aufgrund der hier gewonnenen Ergebnisse davon ausgegangen werden, dass
sowohl ARAF als auch CRAF in oder an den Mitochondrien lokalisiert sind. Weitere
Untersuchungen stitzen diese These. So konnte gezeigt werden, dass die anti-
apoptotische Wirkung von CRAF zumindest teilweise aus einer Interaktion mit dem
Onkogen Bcl-2 an der Mitochondrienmembran resultiert [114, 115]. Weitere Arbei-
ten zeigten ebenfalls, dass ARAF in oder an den Mitochondrien lokalisiert ist. So
wurde eine Interaktion von ARAF mit der sterilen 20-like Kinase MST2 beobachtet,
die mit zellularer Apoptose assoziiert ist [87]. In dieser Arbeit konnte gezeigt wer-
den, dass die ARAF-MST2-Interaktion in den Mitochondrien stattfindet.

ARAF und CRAF stellen einen direkten oder indirekten Interaktionspartner
des Sirtuins SIRT4 dar

In einem nachsten Schritt sollte die Interaktion von ARAF und CRAF mit SIRT4-
eGFP mittels anti-eGFP Koimmunoprazipitationsanalysen untersucht werden (Kap.
2.2.2.3). Da die Expression endogener SIRT4-Proteinmengen sehr gering ist und
zum Zeitpunkt dieser Arbeit kein flr die Immunoprazipitation verwendbarer anti-
SIRT4-Antikdrper zur Verfugung stand [59, 110], wurden fur die Koimmunoprazipi-
tation von endogenem ARAF und CRAF Zelllysate von stabil SIRT4-eGFP expri-
mierenden HEK293 Zellen verwendet.

Die nachgewiesene (direkte oder indirekte) Interaktion von SIRT4 mit ARAF
(Abb. 8), BRAF (Abb. 9) und CRAF (Abb. 10) muss jedoch in ihrer Aussagekraft
kritisch hinterfragt werden. Insbesondere CRAF und BRAF gelten als Effektorprote-
ine von KRAS, die neben der Homodimerisierung auch heterodimerisieren kénnen
[116], MEK1/2 und ERK1/2 aktivieren [117] und somit Einfluss auf Zellzyklus und
Proliferation nehmen [1]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ARAF und CRAF
in der Lage sind, funktionelle Heterodimere zu bilden [118]. Daher kann in den Ko-
immunprazipitationsexperimenten dieser Arbeit nicht unterschieden werden, ob
SIRT4 mit ARAF oder CRAF-Homodimeren oder ARAF/CRAF-Heterodimeren in-
teragiert. Weiterhin kdnnte SIRT4 ausschlie3lich/spezifisch mit ARAF, aber nicht
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mit CRAF interagieren oder umgekehrt. Um insbesondere die letzte Frage zu be-
antworten, waren entsprechende Koimmunoprazipitationsexperimente in Zellen
wichtig, in denen ARAF depletiert (HEK293; Abb. 17) bzw. CRAF deletiert (SKBRS;
Abb. 18) wurde. Sollte z.B. in CRAF-deletierten Zellen keine SIRT4-ARAF Koimmu-
noprazipitation mehr stattfinden, wirde dies fur eine indirekte Interaktion von SIRT4
mit ARAF Uber CRAF, letzteres in ARAF/CRAF Heterodimeren, sprechen. Dies wie-
derum wurde bedeuten, dass SIRT4 spezifisch mit CRAF und nicht mit ARAF inter-
agiert. Die Autoren konnten mit rekombinant exprimierten und aufgereinigten N-Ter-
mini der RAF-Kinasen zeigen, dass SIRT4 Uber die N-terminale cystein-riche-do-
maine (CRAFcrp) an CRAF, nicht aber an ARAF oder BRAF bindet. Interessanter-
weise konnte keine Interaktion von SIRT3 oder SIRTS mit CRAFcro beobachtet
werden [119]. Die Autoren beschreiben somit eine paralog/ paralogspezifische,
offenbar direkte Interaktion von SIRT4 mit der CRAF-Kinase.

Bezogen auf die Daten dieser Arbeit wiirde dies bedeuten, dass die Interaktion von
SIRT4 mit ARAF indirekt Uber die Bindung von SIRT4 an CRAF erfolgt, welches in
ARAF/CRAF-Heterodimeren vorliegt. Interessanterweise interagiert SIRT4 spezi-
fisch mit pS259-CRAF, welches durch inaktivierende Phosphorylierung an S259 in
einem 14-3-3 - gebundenen, inaktiven pre-Signaling Zustand vorliegt [80]. In Uber-
einstimmung mit diesen Untersuchungen fuhrte eine erhohte zellulare SIRT4-
Expression zu einer verstarkten Hochregulation von pS259-CRAF und einer damit
einhergehenden verminderten Phosphorylierung von ERK1/2. Diese Befunde be-
statigen die Rolle von SIRT4 als zytoplasmatischer Tumorsuppressor [46], wobei
SIRT4 in diesem Fall Uber eine CRAF-Interaktion eine Hemmung des MAPK-
Signalweges bewirkt [119]. Die Frage, ob SIRT4 posttranslationale Modifikationen
an CRAF (und evtl. ARAF) vornimmt und dadurch CRAF (und evtl. ARAF) reguliert,
ist unklar. Es gibt jedoch eine Verbindung zwischen BRAF und SIRT1, die als Modell
dienen koénnte [120]. Eine Acetylierung des Lysins 601 (K601) von BRAF durch die
p300-Acetyltransferase fordert die BRAF-Kinaseaktivitat und damit die Zellprolife-
ration [89]. Diese Aktivierung wird wiederum durch SIRT1 gehemmt, das BRAF an
K601 deacetyliert, wodurch die Proliferation gehemmt wird. SIRT1 vermittelt also
die Hypoacetylierung von BRAF und damit die Feinabstimmung des RAF/MAPK-
Kinase-Signalwegs. Inwieweit CRAF und ARAF durch Acetylierungs- und Deacety-

lierungszyklen reguliert werden, ist derzeit nicht bekannt [121, 122].
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Moglicher subzelluladrer Interaktionsort von SIRT4 und den RAF-Kinasen

Um ein geeignetes Modell der SIRT4-ARAF/CRAF-Interaktion zu entwerfen, war
die Analyse der intrazellularen Lokalisation dieser Interaktion von besonderer Be-
deutung. Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation von SIRT4-eGFP besta-
tigten die Hypothese, dass es sich um ein mitochondrial dominantes Protein han-
delt, das hauptsachlich in der Mitochondrienmatrix vorkommt [13]. In den gleichen
Analysen zeigte ein geringer Anteil von SIRT4-eGFP eine Assoziation mit der Mito-
chondrienmembran. Eigene Untersuchungen zeigten ebenfalls eine enge Kolokali-
sation von SIRT4-eGFP und dem mitochondrialen Marker MTCO02 (=COXIl, ein Be-
standteil der Atmungskette) in konfokalen Laserscanning Mikroskopie-Aufnahmen
[110] (Daten nicht gezeigt). Neuere Daten weisen jedoch auf eine mogliche neue
Rolle von extramitochondrial lokalisiertem SIRT4 hin [57]. Diese Befunde von Berg-
mann et al. deuten neben der bekannten Funktion im mitochondrialen Stoffwechsel
auf eine Regulation des mitotischen Zellzyklusverlaufs hin. SIRT4 erscheint dort als
zentrosomales und Mikrotubuli-assoziiertes Protein [57]. Verantwortlich fur die mi-
tochondriale Lokalisation von SIRT4 ist seine N-terminale mitochondriale Zielse-
quenz (MTS, mitochondrial transfer sequence) [51]. Die AN28-SIRT4-Mutante ist
eine SIRT4-Deletionsvariante, der die MTS fehlt und die daher nicht mehr ins Mito-
chondrium transloziert werden kann [57]. Da AN28-SIRT4 noch eine Interaktion mit
ARAF zeigte (vermutlich indirekt Gber CRAF, wie bereits oben diskutiert) (Abb. 13),
ist davon auszugehen, dass RAF-Kinasen im Zytoplasma (neben einer moglichen
Interaktion im Mitochondrium) mit SIRT4 interagieren konnen. Zusatzlich wurde die
Interaktion zwischen der enzymatisch inaktiven SIRT4(H161Y)-Mutante und ARAF
(auch hier vermutlich indirekt Gber CRAF, wie bereits oben diskutiert) untersucht.
Daraus konnte geschlossen werden, dass die ADP-Ribosyltransferase von SIRT4
fur die Interaktion mit ARAF/CRAF nicht von Bedeutung ist. In den Analysen des
SIRT4-Interaktoms konnte jedoch gezeigt werden, dass 293 Interaktionspartner mit
SIRT4-Wildtyp und der SIRT4(H161Y)-Mutante interagieren, 162 ausschlie3lich mit
dem SIRT4-Wildtyp und 17 ausschlieBlich mit der SIRT4(H161Y)-Mutante [51, 57].
Diese Untersuchungen konnen jedoch nur bedingt Aufschluss Uber den Lokalisati-
onsort und den enzymatischen Mechanismus der SIRT4-CRAF/ARAF-Interaktion

geben.
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Mogliche Auswirkung der SIRT4-RAF Interaktion auf die Phosphorylierung
und Aktivierung des pro-fission-Faktors pDRP1 (S616)

Der Einfluss von SIRT4 auf die mitochondriale fission und fusion konnte bereits in
friheren Studien gezeigt werden. Zum einen interagiert SIRT4 mit der Dynamin-
related GTPase L-OPA1 und stabilisiert diese als Schlusselregulator der mitochond-
rialen Fusion, was mit einer Hemmung der Mitophagie verbunden ist [110]. Ande-
rerseits reduziert SIRT4 die ERK-vermittelte Phosphorylierung des Pro-fission Fak-
tors pDRP1, wodurch die mitochondriale fission und damit die Mitophagie gehemmt
wird [109]. Eine weitere Studie konnte einen direkten Zusammenhang zwischen der
Aktivierung von ERK2, einem Bestandteil des RAS/RAF/MAPK-Kinasewegs, und
der Phosphorylierung des Pro-fission Faktors pDRP1 herstellen [108], wobei die
Beteiligung der einzelnen RAF-Kinasen nicht untersucht wurde [108]. Aufgrund der
oben zitierten Studien zum Einfluss von CRAF auf die Form und Verteilung der Mi-
tochondrien [106] wurde vermutet, dass es einen Einfluss auf den Pro-fission Faktor
pDRP1 geben kénnte. In diesem Zusammenhang wurde eine Vielzahl von Modifi-
kationen des Pro-fission Faktors pDRP1 beschrieben. Eine posttranslationale Mo-
difikation von DRP1 durch Phosphorylierung an Ser616 erfolgt auch durch den Zell-
zykluskomplex CDK1/CyclinB, wobei dies keinen direkten Effekt auf die GTPase-
Aktivitat von DRP1 hat, sondern die Bindungsaffinitat von DRP1 an Mitochondrien
und damit deren Spaltung erhéht. Eine weitere Phosphorylierung von DRP1 an
Ser637 konnte durch Protein Kinase A (PKA) und Ca?*/Calmodulin-abhéngige Pro-
tein Kinase la (CaMKla) gezeigt werden, wobei es zu einer Reduktion der GTPase-
Aktivitat von DRP1 und einer Hemmung seiner Translokation in die Mitochondrien
kommt [123]. Schliel3lich kann die CaMKla-Kinase durch Phosphorylierung von
DRP1 an Ser600 zu einer Stimulation von dessen mitochondrialer Translokation
fuhren. Daraus resultiert eine erhdhte Bindungsaffinitat von pDRP1 an Fis1, was
wiederum zu einer erhdohten Fragmentierung der Mitochondrien fuhrt [124]. Somit
wird die mitochondriale fission und die nachgeschaltete Mitophagie durch dynami-
sche Phosphorylierungsschritte von DRP1 und nachfolgende Proteininteraktionen
induziert [123].

In dieser Arbeit wurde die Expression von CRAF in HEK293 Zellen mittels small
hairpin RNA (shRNA) herunterreguliert. Zusatzlich wurden CRAF-knockout SKBR3-
Zellen untersucht (Buchholzer & Ahmadian, unveroffentlicht). In beiden Zellmodel-
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len wurde der Gehalt an pDRP1 (Ser616) im Vergleich zu den entsprechenden Wild-
typ-Kontrollzellen untersucht (Abb. 18A und B). Hierbei konnte in ersten Experimen-
ten eine vorlaufige Korrelation zwischen erniedrigten Proteinmengen an pDRP1
(Ser616) und der Depletion von ARAF bzw. dem knockout von CRAF (im Vergleich
zu den Wildtyp-Kontrollzellen) ermittelt werden. Diese Western-Blot-Analysen mus-
sen jedoch in weiteren unabhangigen Experimenten reproduzierbar wiederholt wer-

den, was im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich war.

Ausblick und weitere Experimente

Auf der Suche nach weiteren Interaktionspartnern von SIRT4 konnten mittels mas-
senspektrometrischer Proteomanalyse die SIRT4-Interaktionspartner ARAF und
CRAF identifiziert werden [57]. Diese Untersuchungen ermdglichten eine neue Be-
trachtung sowohl von ARAF und CRAF als auch von SIRT4 im Rahmen der mito-
chondrialen fusion und fission [110]. Es ist bekannt, dass SIRT4 die ERK-vermittelte
Phosphorylierung des Pro-fission Faktors pDRP1 reduziert [109]. Da ERK ein Be-
standteil des RAS-RAF-MAPK Kinasewegs ist und somit auch durch ARAF und
CRAF beeinflusst wird [106, 117], stellte sich die Frage, ob es einen gemeinsamen
Weg flur die ERK-vermittelte Phosphorylierung von pDRP1 gibt (Abb. 19). In weite-
ren Arbeiten wurde der Einfluss von CRAF auf die mitochondriale Dynamik be-
schrieben, was ein weiteres Indiz flr eine gemeinsame Regulation des Pro-fission
Faktors pDRP1 darstellt [106]. In dieser Arbeit konnte erstmals eine Interaktion von
SIRT4 mit ARAF und CRAF durch Koimmunoprazipitationsanalysen nachgewiesen
werden, wobei letzterer wahrscheinlich eine direkte SIRT4-CARF-Interaktion dar-
stellt (ARAF indirekt im Rahmen von ARAF/CRAF-Heterodimeren; [119]). ZukUnf-
tige weiterfUhrende Arbeiten sollten die Dimerbildung der RAF-Paraloge berlck-
sichtigen und entsprechende Koimmunoprazipitationsanalysen mit geeigneten
knockout Zelllinienmodellen durchfuihren. Die subzellulare Fraktionierung war auch
ein interessanter und breitflachiger Ansatz zur Untersuchung der Lokalisation der
RAF-Paraloge. Dieser Befund sollte in einer Weiterfiihrung des Projektes mit Hilfe
effizienterer subzellularer Fraktionierungsanalysen in entsprechenden RAF-
Paraloge knockout Zelllinienmodellen wiederholt werden. Leider war es nicht mog-
lich, den Einfluss von SIRT4 auf CRAF und ARAF und den MAPK-pDRP1 (S616)

Signalweg zu untersuchen, da die Etablierung eines induzierbaren Systems zur
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kontrollierbaren Expression von SIRT4 nicht realisiert werden konnte. Dieses Expe-
riment sollte Teil zuklnftiger Arbeiten sein, um einen mdglichen Einfluss von SIRT4
auf den RAS-RAF-MAPK Kinaseweg und weiter auf die Regulation von pDRP1 mit

anschlielender fission und Mitophagie zu untersuchen.
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Abb. 19: Darstellung der zugrundeliegenden Arbeitshypothese dieser Arbeit

Schematische Darstellung der putativen Rolle von SIRT4 als Inhibitor der RAF-Kinasen ARAF und
CRAF und den Einfluss auf pDRP1 als downstream des MAPK-Kinasewegs. Erstellt mit Bioren-
der.com.
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