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Zusammenfassung (deutsch)

Sirtuine fungieren hauptsachlich als Deacetylasen, Deacylasen und ADP-Ribo-
syltransferasen. Insbesondere SIRT4 konnte dabei als Effektorprotein identifiziert
werden, welches im Zusammenhang mit mitochondrialer Dysfunktion und zellularer
Seneszenz steht. SIRT4 fungiert als Tumorsuppressor, wobei in vielen Tumoren die
Expression runterreguliert ist. Es konnten extramitochondriale Bindungspartner von
SIRT4 identifiziert werden, z.B. GCP2 und GCP3, welche entscheidend sind fur den
Zellzyklus. Sie formen den gamma-Tubulin Small Complex, welcher entscheidend
fur die Rekrutierung des gamma-Tubulin Ring Complex (yTuSC) ist und damit fir
die Ausbildung und Stabilisierung der Mikrotubuli an den mitotischen Zentrosomen.
Die Interaktion von GCP2/GCP3 mit SIRT4 wurde in dieser Arbeit verifiziert. Zusatz-
lich konnte eine subzelluldare Ko-Lokalisation von SIRT4 mit GCP2/GCP3 am
Zentrosom sowie am mitotischen Spindelapparat durch konfokale Laserscanning-
Mikroskopie nachgewiesen werden. Schlief3lich konnte durch Mikrotubuli-Pulldown
gezeigt werden, dass SIRT4 (i) an polymerisierte Mikrotubuli bindet und (ii) in a-
Tubulin Ko-Immunoprazipitations-Experimenten mit a-Tubulin interagiert. Um den
Einfluss von SIRT4 auf die mitotische Zellteilung zu untersuchen, wurden im Rah-
men dieser Arbeit transient transfizierte SIRT4-eGFP exprimierende Hela-Zellen
mit Hilfe eines reversiblen CDK1-Inhibitors in der G2-Phase arretiert. Nach Wieder-
eintritt in den Zellzyklus konnte gezeigt werden, dass es bei diesen Zellen zu einer
deutlichen Verlangsamung der Mitose kommt im Vergleich zu eGFP exprimieren-
den Kontrollzellen. Diese Befunde fuhrten zu einem Arbeitsmodell, das die Verzo-

gerung der Mitose durch eine Bindung von SIRT4 zunachst an a-Tubulin Monomere

vermittelt wird, welche im Anschluss durch den yTuSC an das Minus-Ende der
Mikrotubuli rekrutiert werden und dort Einfluss auf die Funktion des mitotischen
Spindelapparates nehmen. Um diese Hypothese naher zu untersuchen, wurden
HelLa-Zellen mit GCP3-spezifischen lentiviralen shRNA-Konstrukten transfiziert und
selektiert. In ersten Analysen zeigte sich eine signifikante Runterregulation der
GCP3 Proteinmengen und dessen zentrosomaler Lokalisation. Zuklnftige Untersu-
chungen sollten insbesondere die konfokalmikroskopische Uberpriifung der zentro-
somalen Lokalisation von SIRT4 in Abhangigkeit von GCP3 und dem yTuSC zum
Ziel haben.



Zusammenfassung (englisch)

Sirtuins function mainly as deacetylases, deacylases and ADP-ribosyltransferases.
SIRT4 in particular has been identified as an effector protein associated with mito-
chondrial dysfunction and cellular senescence. SIRT4 acts as a tumour suppressor,
whereby its expression is downregulated in many tumours. Extramitochondrial bind-
ing partners of SIRT4 have been identified, e.g. GCP2 and GCP3, which are crucial
for the cell cycle. They form the gamma-tubulin small complex, which is crucial for
the recruitment of the gamma-tubulin ring complex (yTuSC) and thus for the for-
mation and stabilisation of microtubules at the mitotic centrosomes. The interaction
of GCP2/GCP3 with SIRT4 was verified in this study. In addition, a subcellular co-
localisation of SIRT4 with GCP2/GCP3 at the centrosome as well as at the mitotic
spindle apparatus could be detected by confocal laser scanning microscopy. Finally,
microtubule pull-down demonstrated that SIRT4 (i) binds to polymerised microtu-
bules and (ii) interacts with a-tubulin in o tubulin co-immunoprecipitation experi-
ments. To investigate the influence of SIRT4 on mitotic cell division, transiently
transfected SIRT4-eGFP expressing HelLa cells were arrested in G2 phase using a
reversible CDK1 inhibitor. After re-entry into the cell cycle, these cells were shown
to undergo a significant slowdown in mitosis compared to eGFP-expressing control
cells. These findings led to a working model that the delay in mitosis is mediated by
binding of SIRT4 initially to a-tubulin monomers, which are subsequently recruited
by the yTuSC to the minus end of the microtubules, where they influence the func-
tion of the mitotic spindle apparatus. To investigate this hypothesis in more detail,
HelLa-cells were transfected with GCP3-specific lentiviral shRNA constructs and se-
lected. Initial analyses showed a significant downregulation of GCP3 protein levels
and its centrosomal localisation. Future studies should focus in particular on the

confocal microscopic examination of the centrosomal localisation of SIRT4 in rela-

tion to GCP3 and the yTuSC.
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1 Einleitung

1.1 Der Zellzyklus

Bei dem humanen Zellzyklus geht es um die Erstellung einer exakten Kopie des
Erbguts zur Verteilung auf zwei Tochterzellen. Eine prazise und exakte Verteilung
der DNA ist essentiell fir das Uberleben aller Organismen. Zu diesen hoch organi-
sierten Prozessen zahlen neben der Verdopplung der DNA auch die Verdopplung
der Zellorganellen und viele weitere Prozesse, die zur Trennung der Schwester-
chromatiden notwendig sind. Bei diesem auferst wichtigen Prozess ist eine fehler-
freie Durchfiihrung essentiell. Diese Reihe von hochorganisierten und komplexen

Ereignissen wird als Zellzyklus bezeichnet [2, 3].
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Abb.1: Schematische Darstellung des mitotischen Zellzyklus. Erstellt mit BioRender.com
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Der Zellzyklus kann in vier Phasen untergliedert werden (Abb. 1). Die erste Phase
des Zellzyklus ist die G1-Phase, welche den normalen zelltypischen Metabolismus

der Zelle beinhaltet, und in der es vor allem zu einer GroRenzunahme der Zelle



kommt. In dieser Phase werden alle flir die anschlieende DNA-Synthese wichtigen
Bestandteile synthetisiert. Es kommt zur Bildung von Zellorganellen, der Synthese
von tRNA und rRNA, der Bildung von Bestandteilen des mitotischen Spindelappa-
rates sowie Histonen und vielen weiteren Proteinen und Enzymen. Der DNA-Gehalt
der G1-Zelle kann als 2N beschrieben werden. Dieser N-Wert beschreibt DNA-zyto-
metrisch die Grolde des Genoms [4]. Im Anschluss an die G1-Phase kommt die S-
Phase, in welcher der DNA-Gehalt der Zelle verdoppelt wird. Am Ende dieser Phase
ist der DNA-Gehalt der Zelle als 4N zu bezeichnen. In der darauffolgenden Go-
Phase werden Replikationsfehler behoben und die Vorbereitungen fur die Mitose
abgeschlossen. Die Zellgrofie nimmt in dieser Phase weiter zu. Die G1-, S- und G2-
Phasen lassen sich zur sogenannten Interphase zusammenfassen, welche zwi-
schen zwei Zellteilungen stattfindet (Abb. 1). Im Anschluss folgt die Mitose. Das
zuvor verdoppelte Erbgut wird mit Hilfe des mitotischen Spindelapparates auf zwei
Tochterzellen verteilt. Die Phase der Mitose dauert in menschlichen Zellen ca. 60
bis 90 Minuten und hat damit nur einen geringen zeitlichen Anteil am gesamten
Zellzyklus. Der Prozess der Zellteilung ist ein hoch kontrollierter Prozess. Kommt es
im Zuge der Mitose zu Missverteilungen der DNA kann dies schwerwiegende Fol-
gen fur den Organismus haben, bei denen ein klarer Zusammenhang zur Tumorent-
stehung und zu Aneuploidien besteht [5]. Um diesen extrem wichtigen Schritt der
DNA-Verteilungen zu kontrollieren existieren mehrere Kontrollpunkte, an denen der
Status der Zelle wahrend des Zellzyklus kontrolliert wird. Zu den wichtigsten Kon-
trollpunkten gehoren der G-, G2- und Metaphase-Kontrollpunkt. Diese Kontroll-
punkte dienen dazu bei auftretenden Fehlern den Zellzyklus zu stoppen und dann
die Fehler zu beheben. Im Falle von irreparablen Schaden kann an den Kontroll-
punkten auch der Zelltod eingeleitet werden oder die Zelle in die zellulare Senes-
zenz ubergehen [6]. Einer der Hauptmechanismen der Zellzyklusregulation sind die
sogenannten Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK). In den unterschiedlichen Phasen
des Zellzyklus liegen diese Cycline in verschiedenen Konzentrationen vor. In Ab-
hangigkeit von Menge und Grad der Phosphorylierung der CDK steuern diese die

Aktivierung anderer regulatorischer Faktoren und deren Genexpression [3].



1.2 Der mitotische Spindelapparat

Die mitotische Zellteilung kann selbst nochmals in mehrere Phasen eingeteilt wer-
den. Nach Eintritt in die Mitose, nach Abschluss der G2 Phase, beginnt die Mitose
mit der Prophase (Abb. 2). In dieser Phase beginnen die in der S-Phase verdoppel-
ten Zentrosomen sich langsam voneinander zu entfernen bis sie jeweils an den zu
bildenden Spindelpolen positioniert sind. Dort bilden sie jeweils ein Mikrotubuli-or-
ganisierendes Zentrum (MTOC). Zentrosomen sind zellulare Strukturen, welche
nicht von einer Membran umgeben sind, und in dessen Kern sich zwei zylindrische
Mikrotubuli-Strukturen, die sogenannten Zentriolen, befinden. Diese sind umgeben
von einer dichten Hulle aus Proteinen, welche als periozentriolares Material (PCM)
bezeichnet wird. Zu Beginn der Mitose andert sich die Zusammensetzung und die
GrolRe des PCM, um die Fahigkeit des Zentrosoms, die Keimbildung der Mikrotubuli
einzuleiten, zu verbessern [7]. Wahrend dieses Prozesses rundet sich die Zelle ab,
die Kernmembran fragmentiert und die Chromosomen beginnen zu kondensieren.
Schlief3lich werden die Chromosomen mit Mikrotubuli verknUpft und in der sich an-

schlieRenden Metaphase am Zellaquator gleichmafig positioniert (Abb. 2).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Mitose. Erstellt mit BioRender.com
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Abb. 3: Schematische Darstellung des mitotischen Spindelapparates. Erstellt mit BioRen-
der.com

Nun beginnt sich der mitotische Spindelapparat zu bilden (Abb. 3). Es entsteht ein
komplexes Netzwerk aus Mikrotubuli, welche aus polymerisierten a-/B-Tubulin He-
terodimeren bestehen. Diese gehen aus den Zentrosomen am sogenannten PCM
hervor, welche den Ursprung der Keimbildung der Mikrotubuli darstellen, die soge-
nannten Minus-Pole der Mikrotubulipolymerisation (Abb. 3). Dort lagern sich nun
immer weitere o,p-Tubulin-Heterodimere an und es entsteht ein hoch dynamischer,
wechselnder Prozess aus Polymerisation und Depolymerisation, welcher auch als
dynamische Instabilitat bezeichnet wird [8, 9]. Die anschlieRende bipolare Ausrich-
tung der Mikrotubuli in der Metaphase wird vom sogenannten Metaphase-Check-
point (,Spindle assembly checkpoint®) kontrolliert [10-12]. Anschlie3end an die Me-
taphase folgt die sogenannte Anaphase. In dieser Phase I6sen sich die Schwester-
chromatiden voneinander, indem die sogenannten Kohasine, welche diese vorher
zusammenbhielten, abgebaut werden [13]. Die geteilten Schwesterchromatiden wer-
den nun an den Polen der neu entstehenden Zelle positioniert. In der nun folgenden
Telophase beginnen die Chromatiden wieder zu dekondensieren und es wird eine

neue Kernmembran gebildet (Abb. 2). Der entstandene mitotische Spindelapparat



wird abgebaut und es entsteht wieder das deutlich weniger dynamische Mikrotubu-
ligerUst der Interphase. Mit der abschliefenden Zytokinese ist die Zellteilung abge-
schlossen und es sind zwei neue Tochterzellen entstanden, die nun wieder den

Zellzyklus von vorne durchlaufen kénnen.

1.2.1 Regulierung der Mikrotubulidynamik wahrend der Mitose

In Interphase-Zellen dienen die Mikrotubuli der Organisation des Zytoplasmas. Sie
positionieren den Nukleus und alle Zellorganellen und sind an intrazellularen Trans-
portvorgangen z.B. von Mitochondrien im Rahmen der selektiven Autophagie (Mi-
tophagie) beteiligt [14]. Sie sind stabile Polymere und formen zusammen mit den
Aktinfilamenten und den Intermediarfilamenten das Zytoskelett, welches der Zelle
ihre Stabilitat verleiht. Dieses Skelett ist aber anders als es der Name vermuten
lasst ein dynamisches Konstrukt, welches standiger Veranderung durch Polymeri-

sation und Depolymerisation unterworfen ist [15].

Polymerisation Q @ L Y Depolymerisation

P Katastrophe

[
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Polymerisierende Mikrotubuli Depolymerisierende Mikrotubuli

Abb. 4: Schematische Darstellung der dynamischen Instabilitat intrazellularer Mikrotubuli.
Verandert nach Conde et al. [9]. Erstellt mit BioRender.com



In der Mitose kommtes zu einer Umorganisation der Mikrotubuli hin zum sogenann-
ten mitotischen Spindelapparat (Abb. 3). Dabei kommt es zu Wachstum von Mikro-
tubuli ausgehend von den Mikrotubuli organisierenden Zentren, den Zentrosomen.
Dieser dynamische Prozess ist abhangig von GTP und dem Wachsen des Mikro-
tubulus durch das Anbinden eines weiteren o/p-Tubulin-Heterodimers am Plus-
Ende des Mikrotubulus. Dadurch, dass es sofort zu einer Hydrolyse des GTP zu
GDP kommt, kann es jederzeit zu dem Zusammenbrechen des Mikrotubulus kom-
men, der sogenannten Katastrophe, einer schlagartigen Depolymerisation. Nach
der Hydrolyse zu GDP entsteht das sogenannte GDP-Cap, welches den Mikrotubu-
lus flr kurze Zeit am Plus-Ende stabilisiert [16]. Dieser Prozess wird auch als dyna-
mische Instabilitdt bezeichnet (Abb. 4). Die Tubulin-Heterodimere benétigen GTP,
welches am B-Tubulin gebunden ist, sowohl fur die Polymerisation als auch Depo-
lymerisation. Durch die Hydrolyse von GTP zu GDP wird ein weiteres Dimer gebun-
den und durch das vorhandene GDP-Cap stabilisiert. Kommt es nun zum Verlust
des GDP liegt das Zentrum des Mikrotubulus frei und es kommt zu einer rapiden
Depolymerisation [17]. Da es gerade in der Mitose extrem wichtig ist, dass das
Mikrotubuligerust des Spindelapparates stabil bleibt, gibt es die sogenannten Mikro-
tubuli-assoziierten-Proteine (MAPs), welche fur eine Stabilisierung der Mikrotubuli
sorgen. Durch die Anwesenheit von MAPSs in gereinigten Mikrotubuli konnte gezeigt
werden, dass es zu einer hoheren Rate des sogenannten rescues kommt, also der
Stabilisierung und weiteren Polymerisierung des Mikrotubulus. In Abwesenheit der
MAPs kommt es signifikant 6fter zur sogenannten Katastrophe, also der Depoly-

merisation des Mikrotubulus [18].

1.3  Der y-TuSC Komplex

y-Tubulin wurde schon frlih als einer der entscheidenden Faktoren fir die Ansamm-
lung von a/B-Tubulin-Einheiten identifiziert [19]. Mit der Zeit wurde jedoch klar, dass
an diesem komplexen Prozess noch weitere Proteine in Form eines gréflkeren Pro-
teinkomplexes beteiligt sind [19]. In Studien mit Hefen konnten in diesem Zusam-
menhang die Proteine Gamma-tubulin Complex Component 2 (GCP2) und Gamma-
tubulin Complex Component 3 (GCP3) als Interaktoren von y-Tubulin identifiziert
werden. Diese beiden Proteine bilden zusammen mit zwei y-Tubulin-Einheiten den

sogenannten y-Tubulin-small-complex (y-TuSC) [20]. In elektronenmikroskopischen



Studien konnte die Struktur des y-TuSC als eine Y-formige Struktur, bei der jeweils
am C-Terminus von GCP2 und GCP3 ein y-Tubulin Molekul interagiert, dargestellt
werden. Der N-Terminus von GCP2 und GCP3 binden jeweils aneinander und hal-
ten so den y-TuSC zusammen [21]. In der dreidimensionalen Darstellung des y-
TuSC ist dieser vergleichbar mit der Anordnung von o/p-Tubulin-Einheiten in einem
Mikrotubulus. Basierend auf diesen Interaktionen besteht ein Modell fur die Mikro-
tubuli-Nukleation, in welchem eine Helix aus sieben y-TuSC als optimale Struktur-
vorlage fur die Ansammlung eines Mikrotubulus aus a/p-Tubulin-Einheiten fungiert.
In Vertebraten reicht der y-TuSC allein nicht aus, um das Mikrotubuligerist aufzu-
bauen. In komplexeren Organismen kommt zu diesem Zweck der wesentlich gro-
Rere y-Tubulin-ring-complex (y-TuRC) zum Einsatz (Abb.5). Dieser Multiprotein-
komplex formt in Eukaryoten den Grundstock zur Bildung des Mikrotubuligerustes

an den Minus-Polen der Zentrosomen [22].

1.4 Die GCP-Proteinfamilie

Die Gamma-Tubulin-Komplexprotein-Familie (GCP’s) besteht aus bisher funf be-
kannten Mitgliedern, i.e., GCP2, GCP3, GCP4, GCP5 sowie GCP6. GCP 2 und
GCP 3 bilden zusammen mit y-Tubulin den y-TuSC [20], welcher einen Subkomplex
zu dem deutlich groReren y-TuRC darstellt. GCP4, GCP5 und GCP6 sind essenti-
elle Bestandteile dieses Komplexes. Trotz ihrer Wichtigkeit sind immer nur wenige
Kopien dieser Proteine mit einem Ring assoziiert [23]. In menschlichen Zellen be-
finden sich inaktive y-TURC’s im Zytoplasma und werden nach ihrer Aktivierung zu
den Keimzentren der Mikrotubuli rekrutiert. In Depletionstudien von GCP4, GCP5
und GCP6 konnte gezeigt werden, dass ein Fehlen dieser GCP-Proteine die stabile
Ausbildung von y-TuRC verhindert und somit keine Rekrutierung von y-Tubulin zum
Zentrosom und zu den Spindelmikrotubuli stattfinden kann [24-26]. Dadurch kommt
es zu Fehlern bei der Verdopplung von Zentriolen und bei der Spindelausbildung,
was haufig die Bildung von monopolaren Spindeln zur Folge hat [25]. Der genaue
Mechanismus der Rekrutierung der inaktiven y-TuRC aus dem Zytoplasma ist bis-
her noch nicht bekannt. Es wird unter anderen vermutet, dass Pericentrin eine Rolle

in der y-TURC Rekrutierung zum MTOC spielt [27]. Durch Depletionsversuche



konnte gezeigt werden, dass vor allem durch die Depletion von GCP3 und GCP6
die Menge an y-TuRC deutlich reduziert war, was zu der Annahme fuhrte, dass
diese beiden Proteine von entscheidender Bedeutung fur die Ausbildung der Ring-
komplexe sind. Im Besonderen konnte gezeigt werden, dass der mitotische Index
bei Depletion von GCP3 oder GCP6 ahnlich stark verringert ist, wahrend er nach
Depletion von GCP4 und GCP5 nur geringfugig abnimmt [28]. In der Mitose konnten
ahnliche Befunde erhoben werden, d.h., vor allem bei GCP3- und GCP6-Mangel

traten vermehrt monopolare Spindeln und schlecht organisierte Mikrotubuli auf [28].

gamma-TuRC
Tubulin-Dimere
ab) -~ O o)
Gamma-Tubulin ( ,Q ) § ‘
Q 2 DO
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GCP Proteine
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Abb. 5: Schematische Darstellung des y-TuSC und des y-TuRC. Verandert nach Tovey etal. [29].
Erstellt mit BioRender.com

1.5 Sirtuine

Die Sirtuine sind eine evolutionar konservierte Proteinenzymfamilie bestehend aus
sieben Isoformen (SIRT1-7) beim Menschen. Sirtuine im Allgemeinen besitzen eine
einzigartige enzymatisch aktive Doméane, die vom Bakterium bis zum Menschen
hoch konserviert vorliegt und NAD* als Ko-Substrat bendtigt [30]. Sirtuine fungieren
typischerweise als NAD*-abhangige Deacetylasen, Deacetylasen oder ADP-Ribo-
syltransferasen [31, 32], konnen aber auch abhangig vom Sirtuin spezifischere en-
zymatische Aktivitaten aufweisen. Des Weiteren unterscheiden sich die einzelnen
Sirtuine, abgesehen von ihren katalytischen Domanen, vor allem durch die unter-

schiedlich langen Aminosauresequenzen an den N-und C-Termini, welche fur die



intrazellulare Lokalisation (N-Terminus) und maglicherweise Proteinstabilitat (C-
Terminus) der Sirtuine verantwortlich sind [30].

Sirtuine fuhren eine Vielzahl unterschiedlicher Aufgaben innerhalb der Zelle aus.
Bisher ist bekannt, dass diese wichtigen Regulatoren an verschiedenen Prozessen
innerhalb der Zelle beteiligt sind. Zu diesen gehoren z.B. epigenetische Mechanis-
men zur (In)aktivierung von Genen, Alterungs- bzw. Seneszenzprozesse, metabo-
lische Regulation in Mitochondrien/Zellmetabolismus, Apoptose-Signalwege, DNA-

Reparatur, aber auch die Regulation des Zellzyklus [33].

1.5.1 SIRT4

SIRT4 wird in Saugetieren in den meisten Zelltypen nur in geringen Proteinmengen
vorgefunden [34]. SIRT4 lokalisiert innerhalb der Zelle typischerweise in der Mito-
chondrienmatrix (Abb. 6) und ist in bestimmten Gewebetypen (Leber-, Hoden- und
Nierengewebe) wie auch in mitochondrienreichen Geweben wie Hirngewebe, der
quergestreiften Muskulatur, Leber und B-Zellen des Pankreas am hochsten expri-
miert [6, 35]. SIRT4 weist speziell eine NAD*-abhangige ADP-Ribosyltransferase-
Aktivitat auf [36, 37]. Aufgrund der mitochondrialen Lokalisation von SIRT4 wurde
als dessen erstes Substrat die Glutamat-Dehydrogenase (GDH) beschrieben [37]
(Abb. 6). SIRT4 katalysiert die Anheftung von ADP-Ribose aus NAD* an die GDH
(ADP-Ribosylierung) [37] und inhibiert dadurch die GDH-Aktivitat. GDH katalysiert
die Reaktion von L-Glutamat zu a-Ketoglutarat und hat eine entscheidende Rolle
im Glutamat- und Glutamin-Metabolismus. Dieser spielt eine wichtige Rollte in der
Bildung von Energie in Form von ATP, da er den Zitratzyklus anaplerotisch mit a-
Ketoglutarat speist und damit entscheidend fir die Proliferation der Zelle ist (Abb.
6). Generell ist die Zelle beim Auf- und Abbau von Aminosauren auf die Bereitstel-
lung von a-Ketosauren angewiesen. Insgesamt kann man zusammenfassen, dass
SIRT4 als metabolischer Tumorsuppressor somit ein direkter Interaktionspartner
der GDH ist und dadurch Einfluss auf den Glutamin-Metabolismus sowie auch auf
die Insulinsekretion hat [37, 38]. Das ebenfalls mitochondrial lokalisierte Sirtuin
SIRT3 erhoht dagegen die Aktivitat von GDH durch dessen Deacetylierung. Gene-
rell werden SIRT3 und SIRT4 als funktionell antagonistisch zueinander beschrieben
[39, 40]. Schliellich besitzt SIRT4 auch eine Lipoamidase-Aktivitat, durch welche

9



die Pyruvat-Dehydrogenase Aktivitat als anaplerotische Reaktion inhibiert wird
(Abb. 6). Einer Studie zufolge inhibiert es den Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) Kom-
plex durch Hydrolyse entscheidender Ko-Faktoren, den Lipoamiden [34], so, dass
die Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl-CoA gehemmt wird (Abb. 6).

Interessanterweise wird die Gentranskription und -expression von SIRT4 als Ant-
wort auf mTOR signaling inhibiert, was zu einer positiven Beeinflussung des Gluta-
min-Metabolismus und damit einhergehend der Proliferation der Zelle fihrt [41].
Eine maogliche Erklarung ist die Interaktion von SIRT4 mit der GDH, welche durch
eine Suppression von SIRT4 eine erhdhte Aktivitat zeigt und dadurch den Zitratzyk-

lus positiv beeinflusst und zu einer erhéhten Zellproliferationsrate fuhrt.

Mitochondrium

Pyruvate
PDH 1 ———1 Ssirtuin4 /
Acetyl-CoA l

E ADP
Oxalacetat GDH

Citrat
r Citrat- J /—\Glutamat
. Zyklus
Succinyl-

CoA w____0KG

PDH: Pyruvat-Dehydrogenase
GDH: Glutamat-Dehydrogenase
a-KG: alpha-Ketoglutarat

Abb. 6: Schematische Darstellung der Funktionen von SIRT4 im Mitochondrium. Erstellt mit
BioRender.com

Interessanterweise legen neuere Studien nahe, dass SIRT4 auch extramitochond-
rial lokalisiert [1, 42, 43] und dort nukleare und/oder zytoplasmatische Funktionen
einnimmt. So wurde SIRT4 am meiotischen Spindelapparat wahrend der Eizellrei-
fung identifiziert [43]. In gealterten Mausen konnten hohere SIRT4-Proteinmengen
nachgewiesen werden, welche mit einer hoheren Frequenz meiotischer Defekte as-

soziiert sind. Diese konnten durch zellulare Depletion von SIRT4 reduziert werden
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[43]. Ramadani-Muja et al. konnten mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
eine vermehrte stressinduzierte Lokalisation von SIRT4 im Zellkern und Zytoplasma
beobachten [42]. Die Arbeit von Mehrabipour et al. beschrieb kirzlich eine Interak-
tion von SIRT4 mit C-RAF, einer zentralen, zytoplasmatisch lokalisierten regulatori-
schen Kinase im MAPK-Signalweg, wobei dieser durch SIRT4 moglicherweise Uber
eine inhibitorische Interaktion mit C-RAF gehemmt werden kann [44]. SchlieRlich
konnte auch basierend auf der hier vorliegenden Promotionsarbeit eine neuartige
Lokalisation und Funktion von SIRT4 am Spindelapparat im Rahmen der mitoti-

schen Zellteilung gezeigt werden [1].
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1.6 Ziele der Arbeit

SIRT4 stellt ein bona fide mitochondriales Protein mit einer weitgehend unverstan-
denen extramitochondrialen Lokalisation und Funktion dar. SIRT4 wurde in Vorar-
beiten an den Zentrosomen detektiert und in einer Proteomanalyse wurden mehrere
Interaktionspartner identifiziert, welche wichtig fur die Spindeldynamik wahrend der
mitotischen Zellteilung sind. Es sollte also zunachst die Interaktion von SIRT4 mit
Mikrotubuli mit Hilfe von Mikrotubuli-Pulldown-Experimenten und Westernblot-Ana-
lysen untersucht werden. Weitergehend sollte die in der Proteom-Analyse identifi-
zZierte Interaktion von SIRT4 mit GCP2 und GCP3 mittels Ko-Immunoprazipitations-
experimenten bestatigt und untersucht werden. Auch die subzellulare Ko-Lokalisa-
tion von SIRT4 und GCP2 und GCP3, insbesondere wahrend den unterschiedlichen
Phasen der Mitose, sollte mit Hilfe der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie un-
tersucht werden. Abschlielend sollte eine shRNA-vermittelte zellulare Depletion
von GCP3 etabliert werden, um die funktionelle Bedeutung der GCP3-SIRT4 Inter-
aktion fur die mitotische Lokalisation von SIRT4 an den Zentrosomen und dem Spin-

delapparat zu klaren.

Diese Punkte fihren somit zu den folgenden Kernfragen dieser Arbeit:

1. Interagiert SIRT4 mit Mikrotubuli?

2. Ko-Immunoprazipiert SIRT4 mit GCP2/GCP3?

3. Ko-Lokalisiert SIRT4 mit GCP2 und GCP3 an den Zentrosomen und Mikro-
tubuli?

4. Rekrutiert GCP3 SIRT4 an die mitotische Spindel?

5. Welche funktionelle Rolle spielt SIRT4 in der Mitose?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Léosungen

Chemikalien/Losungen

1x Collagen IV Lyophilisat
2-Mercaptoethanol

2-Propanol
3-(N-morpholino)propansulfonic acid (MOPS)
4' 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
Aceton

Acrylamid

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaClz)

CHAPS

CO2 independent media [-] Glutamine
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatrium-Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Dithiothreitol (DTT)

Dulbeccos’s Modified Eagle Medium 1x (DMEM)
Ethanol

Fetales Kalberserum (FBS)

GeneRulerTM DNA Ladder Mix

Geneticin (G-418)

Glycerin

Glycin

Hersteller/Vertreiber
Sigma

SIGMA Life Science
VWR

ICN

Sigma-Aldrich
MERCK

Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
AppliChem

Thermo Scientific
MERCK

Roth

Invitrogen
Sigma-Aldrich
Merck

GERBU Biotechnik
Invitrogen

VWR

Invitrogen

Thermo Scientific
Genaxxon Bioscience
Roth

Roth
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HCI

Hefeextrakt

HEPES

Igepal (NP40)

Kanamycin

Kalziumchlorid (KCL)
L-Glutamine
LB-Agar-Powder
Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent
Magnesiumchlorid (MgCl2)
Mangan(ll)-chlorid (MnClz)
Mannitol

Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Nocodazol

Oligomycin

PageRuler Prestained Protein Ladder

Paraformaldehyd

PBS (Dulbecco’s Phosphat gepufferte Salzlésung 10x)

Penicillin/Streptomycin-Losung (P/S)

Piperazin-N,N’-bis (2-ethansulfonsaure) (PIPES)

PMSF

Ponceau S

Prolong Gold Antifade Medium
Propidiumiodid

Puromycin

RO-3306

Roti®-Histofix

Rotiforese-Gel

Roth

Roth

Roth

Merck
Sigma-Aldrich
MERCK
Millipore
AppliChem
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

VWR

Roth
Sigma-Aldrich
MERCK

Roth

MERCK
Sigma Aldrich
Fisher
Thermo Scientific
MERCK

PAN Biotech
Genaxxon Bioscience
AppliChem
Sigma
SERVA
Invitrogen
Life Science
GENAXXON Bioscience
Sellekchem
Roth

Roth
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Rotipore 5x Bradford reagent solution
Sodium orthovanadate (Na3VOa)
Taxol®

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

Trypanblau 0,4%

Trypsin

TurboFect Transfection Reagent
Tween-20

B-Glycerophosphat

2.1.2 Enzyme

Restriktionsenzyme

HIND I
NOT |

Roth

Life Science

Sigma Aldrich

Roth

Roth

Roth

MERCK

BIO-RAD
Genaxxon Bioscience
Life Technologies
Sigma-Aldrich
SIGMA Life Science

Vertreiber

Thermo Scientific

Thermo Scientific
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2.1.3 Puffer und Medien

Ko-IP Waschpuffer

Tris-HCI, pH 7,4 50 mM
CHAPS 0,3%
Deoxycholate Na* 0,25%
NaCl 120 mM
EDTA 1 mM
PMSF 1 mM
Na3zVO4 1 mM
NaF 1 mM

EDTA (0.5 M) Stocklésung (200 ml)
Na2:EDTA 2H20 37,22 g
H20 140 ml
Einstellen auf pH 8,0
Auf 200ml mit Milli-Q-Wasser aufflillen

10x RunningPuffer Stocklosung (5 L)

Tris 150 g (0,125 M)
Glycine 720 g (0,96 M)
SDS 50g (0,5 (w/v))

Auf 5 L mit Milli-Q-Wasser auffillen
Einstellen auf pH=8,3

10x BlottingPuffer Stocklosung (1 L)
Tris 30,29 g (0,25 M)
Glycin 142,63 g (1,9 M)
Auf 1 L mit Milli-Q-Wasser auffillen
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1x BlottingPuffer (2 L)

10 x BlottingPuffer 200 ml
Methanol 400 ml
Milli-Q-Wasser 1400 ml

Vor Gebrauch frisch angesetzt

10x TBS Stocklosung (2 L)
Tris 121,14 g (500 mM)
NaCl 175,32 g (1500mM)
Auf 2 L mit Milli-Q-Wasser auffullen.
Einstellen auf pH 7,5

Autoklavieren

5x Laemmli Stocklésung (40 ml)
SDS (10 %) 8 ml
Glycerin/Glycerol 100% 4 ml
1M Tris HCL (pH 6,8) 1 ml
3-Mercaptoethanol 2 ml
Auf 40 ml mit Milli-Q-Wasser auffullen.

1% Aqgarosegel

Agarosepulver 549
1 x TAE-Puffer 500 ml

Einmal aufkochen, vor jedem Gebrauch ebenfalls aufkochen.



Trenngelpuffer (TGP) Stocklosung (1 L)
Tris-HCI 181,71 g (1,5 M)
SDS 4 g (0,4%)
Auf 950 ml mit Milli-Q-Wasser aufflllen
Einstellen auf pH 8,8

AnschlieRend auf ein Gesamtvolumen von 1 L mit Milli-Q-Wasser aufflllen.

Sammelgelpuffer (SGP) Stocklésung (1 L)
Tris-HCI 60,57 g (0,5 M)
SDS 4 g (0,4%)
Auf 950 ml mit Milli-Q-Wasser auffullen
Einstellen auf pH 6,8

Anschlielend auf ein Gesamtvolumen von 1 L mit Milli-Q-Wasser auffillen

SDS-PAGE — Herstellung von Sammelgel und Trenngel

10 % 2 Gele:

Trenngel  Sammelgel
H.O 8 ml 3,4 ml
Acrylamid 6,6 ml 1 ml
TGP 5,2 mi -
SGP - 1,5 ml
10 % APS 200 pl 60 pl
TEMED 8 pl 6 pl
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4X PHEM Puffer:

Pipes 60,57 g (0,5 M) in 400 ml dest. Wasser
HEPES 11,929

EGTA 769

Magnesiumsulfat 1,979

Einstellen auf pH-Wert 6,8

Auf 500 ml auffillen mit dest. Wasser

Protease und Phosphatase Inhibitor hinzugeben
Autoklavieren

Lagerbar bei 4°C
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2.1.3 Antikorper

Primarantikorper

Antikorper (Spezies)
anti-Beta-Aktin (aus Maus)
anti-Flag M2 (aus Hase)
anti-Flag M2 (aus Maus)
anti-GFP (aus Maus)
anti-GFP (aus Maus)
anti-GCP2 (aus Maus)

anti-GCP3 (aus Maus)

anti-SIRT4 (aus Hase)

anti-SIRT4 (aus Maus)

anti-a-Tubulin (aus Ratte)

anti-eGFP (aus Hase)

Hersteller/Vertreiber
Santa Cruz (sc-47778)
Sigma Aldrich (F7425)
Abcam (ab49763)
Roche (14717400)
Roche (1181446001)
Santa Cruz (sc. 377117)
Santa Cruz (sc. 373758)
Santa Cruz (sc. 135053)
Sigma-Aldrich

Santa Cruz (sc-5286)

Thermo Scientific

Sekundarantikorper (konfokale Laserscanning-Mikroskopie und Wes-

tern Blotting)

Antikorper

Alexa Fluor® 488 dye anti-goat 1gG
Alexa Fluor®488 dye anti-mouse 1gG
Alexa Fluor®488 dye anti-rabbit IgG
Alexa Fluor®546 dye anti-mouse 1gG
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

Hersteller
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen
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IRDye® 680RD anti-rabbit
IRDye® 800CW anti-goat
IRDye® 800CW anti-rabbit

2.1.4 Vektoren und Plasmide
pcDNA3.1-SIRT4-GFP

pLKO.1
pCMV3-TUBGCP2-Flag
pCMV3-TUBGCP3-Flag

2.1.5 Bakterienstamme
E.coli DH5a

LI-COR
LI-COR
LI-COR

AG Piekorz
Sigma-Aldrich
Sino Biological

Sino Biological

Thermo Scientific
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2.1.6 Laborgeriate

Laborgerate

LSM 510-Meta (Konfokalmikroskop)
Bio Budget

Block-Heater
Zentrifuge 5424
Zentrifuge 5810R

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
PCR-Mastercycler

Neubauer Zahlkammer

Nikon Eclipse TE2000-E Mikroskop
Odyssey Infrared Technology
pH-meter

Peglab Nano Drop 2000c
Schattelinkubator 3031

Shaking Incubator-Multitron
Sterilbank Hera Safe

Tecan Microplate Reader

Thermo-Shaker

UV-Kammer
Vortexer: VF 2

Hersteller/
Vertreiber

Zeiss
Technologies
GmbH

Stuart Scientific
Eppendorf
Eppendorf
Pharmacia

BD Bioscience
Heraeus

Intas

Tecan

Heraeus
Eppendorf

Zeiss

Eppendorf
Neubauer

Nikon

LI-COR

Inolab

Thermo Scientific
GFL

INFORS
Heraeus

Tecan

Universal Labor-
technik

INTAS

IKA Labortechnik
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2.1.7 Verbrauchsmaterial

Sonstige Materialien
100 mm Zellkulturschale
12-well Zellkulturplatte
150 mm Zellkulturschale
24-well Zellkulturplatte
6-well Zellkulturtplatte

Amersham Protran Nitrocellulosemembran

Cell scraper

Counting slides
Deckglaser @ 18 mm
Deckglaser @ 22 mm
FACS Canto Il
Filterpapier Westernblot
Glas Pasteurpipetten
Graduated Tips, 1250 ul XL
Graduated Tips, 300
Graduated Tips, 10 pl
ibi Treat 60u-Dish (Lebendzellaufnahmen)
Kolben, 50 ml

Kolben, 100 ml

Kolben, 250 ml

Kolben, 500 ml

Kolben, 1000 mi
Klvetten

Laborflasche, 250 ml
Laborflasche, 500 ml
Laborflasche, 1000 ml
Laborflasche 2000 ml
Objekttrager
Omnifix-Spritzen (5 ml)

Hersteller/Vertreiber
TPP

TPP

TPP

CytoOne
CytoOne

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

VWR

BD Bioscience
WathmanTM
BRAND

Tip One

Tip One

Tip One

Ibidi

DURAN
DURAN
DURAN
DURAN
DURAN
Sarstedt
DURAN
DURAN
DURAN
DURAN
NeolLab
BRAUN
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Petri-Dish (Bakterien)

Polystrene Round-Bottom Tube, 5 ml
Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Safe Seal Microtubes, 1,5 ml
Stripette, 5ml

Stripette, 10 mi

Stripette, 25 mi

Greiner bio-one
Falcon

Roche

Sarstedt
Costar

Costar

Costar
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2.1.8 Humane Zelllinien

Zelllinie Bezeichnung Beschreibung Herkunft

HEK293 embryonale Nierenzellen AG Piekorz/
DSMz

HEK293-eGFP embryonale Nierenzellen AG Piekorz [45]

HEK293-SIRT4-eGFP embryonale Nierenzellen AG Piekorz [45]

HelLa Epithelzellen Zervixkarzinom AG Piekorz/
DSMz

HelLa pUC-eGFP Epithelzellen Zervixkarzinom AG Piekorz [1, 46]

HelLa pUC-SIRT4-eGFP  Epithelzellen Zervixkarzinom

HT1080 Bindegewebszellen Fibrosarkom
2.1.9 Kits

Kits Hersteller/Vertreiber
NucleoBond® Xtra Midi / Maxi Machery-Nagel

AG Piekorz [1, 46]

AG Mielke
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2.2 Methoden

2.2.1 Bakterielle Transformation

Bei der bakteriellen Transformation handelt es sich um ein Verfahren zur Einschleu-
sung von Plasmid-DNA in Bakterien, um diese Plasmid-DNA zu vermehren.

Bei der Transformation wurde zunachst das Plasmid in 20 ul Wasser (ddH20) ver-
dannt. Im nachsten Schritt wurden kompetente E. coli Bakterien auf Eis aufgetaut.
Anschlieldend wurden 2 ul der Plasmidsuspension mit einer angestrebten DNA-Kon-
zentration von 1 pg/ul in die Bakteriensuspension gegeben und vorsichtig resuspen-
diert. Nun musste dieser Ansatz zwei Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRend
ein 45 Sekunden lang andauernder Hitzeschock bei 42°C durchgefuhrt werden. Im
Anschluss wurden die Bakterien wieder auf Eis gelagert. Nun wurde dieser Bakteri-
ensuspension 200 ul LB-Medium hinzugeflgt und diese fur 40 Minuten bei 350 rpm
und 37°C im Thermoinkubator geschuttelt. Anschlieend wurden die transformier-
ten Bakterien mit einer Pipette aufgenommen, auf einer mit einem speziellen Anti-
biotikum (Kanamycin, 50ug/ml) behandelten Agar-Platte ausgebracht und bei 37°C

Uber Nacht im Inkubator inkubiert.

2.2.2 Bakterielle Kultivierung zwecks Plasmidisolierung

Zur Kultivierung des transformierten Bakterienstammes wurde von der inkubierten
Agar-Platte eine Kolonie ausgewahlt und damit ein Erlenmeyerkolben mit 200 ml
LB-Medium inokuliert. Dieses wurde mit dem passenden Antibiotikum versetzt, um
ein Heranwachsen nicht transformierter Bakterien zu verhindern. Diese angesetzte
Bakterienkultur wurde im Anschluss i.d.R. Uber Nacht bei 37°C im Schuttelinkubator

bei 110 rpm inkubiert.

2.2.3 Glycerolkonservierung von Bakterienstammen

Am nachsten Tag wurde nach einer optischen Uberpriifung der bakteriellen Kultur,

d.h. bei ausreichender Bakteriendichte, ein Cryo-stock dieses Stammes angelegt.
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Dazu wurde die Kultur aus dem Schiittelinkubator entnommen und dann 500 pl die-
ser Kultur in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefall Uberflhrt. Dann flgte man dieser Kultur
500 ul einer 65%igen Glyerinldsung hinzu und resuspendierte diese Losung vor-
sichtig mit der Pipette. Dieses Tube wurde im Anschluss beschriftet und zunachst

far 60 Sekunden in flissigem Stickstoff schockgefroren und danach bei -80°C im

Ultratiefkihlschrank verwahrt.

2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA (Maxi-Prep)

Die Isolierung der Plasmide wurde mit einem Kit der Firma Macherey Nagel durch-
gefuhrt. In diesem Set sind verschiedene Puffer und Losungen enthalten. Das vor-
bereitete Bakterienpellet wurde zunachst mit 12 ml RE-ES Puffer mit RNase A (50
mg auf 500 ml RE-ES Puffer) gelost. Im Anschluss wurden 12 ml PufferLYS-EF
hinzugefugt und das Gefal finfmal invertiert. Nun wurde eine Saule in eine Halte-
vorrichtung gehangt und mit einem Filter bestlckt, welcher mit 25 ml EQ-EF Puffer
benetzt wurde. Zu dem Isolierungsansatz wurden dann 12 ml NEU-EF Puffer gege-
ben und invertiert, bis es zu einem Farbumschlag ins klare gekommen war. Der
Ansatz musste funf Minuten auf Eis inkubiert werden und wurde dann fur funf Minu-
ten bei 4000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde abgenommen
und langsam auf den vorbereiteten Filterrand getropfelt. Direkt im Anschluss wurden
10 ml FIL-EF Puffer auf den Filter gegeben. Nach Durchlaufen der gesamten Flis-
sigkeit wurde der Filter verworfen. Nun wurden zunachst 90 ml ENDO-EF Puffer
und im Anschluss 35 ml WASCH-EF Puffer durch die Saule laufen gelassen. Nun
wurde ein neues 15 ml Falcon-Gefal unter die Saule gestellt und 15 ml ELU-EF
Puffer in die Saule gegeben, welche im Anschluss entsorgt werden kann. In das
Falcon-Gefal® mit dem DNA-Eluat wurden dann 10,5 ml Isopropanol (Electran) pi-
pettiert und dieser Ansatz wurde bei 4500 x g fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstands wurden 5 ml 70%-iges Ethanol hin-
zugegeben und der Ansatz erneut unter identischen Bedingungen abzentrifugiert.
Das entstandene Pellet musste nun trocknen und wurde danach mit 500 pl nuklea-
sefreiem Wasser resuspendiert. Zum Schluss erfolgte eine DNA-Konzentrationsbe-

stimmung.
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2.2.5 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Das isolierte Plasmid musste auf den Gehalt und die Reinheit der DNA Uberprift
werden. Dazu wurde 1 ul des isolierten Plasmids auf der Testspitze des Nano-Drop
Spektralphotometers platziert. Nach einer kurzen Messung erhalt man das Verhalt-
nis von DNA zu Protein (oD2s0o/0D2s0), um die Reinheit des Plasmids zu beschreiben

und zusatzlich die Konzentration der DNA in pg/pl.

2.2.6 Restriktionsverdau

Die durch Transformation hergestellte Plasmid-DNA musste vor ihrer weitergehen-
den Verwendung Uberpruft werden. Zum Zwecke dessen wendete man den soge-
nannten Restriktionsverdau an. Bei dieser Methode wurden spezifische Restrikti-
onsenzyme eingesetzt, welche die gewlnschte DNA linearisieren bzw. an fest defi-
nierten Basensequenzen schneiden. So erhalt man linearisierte DNA-Fragmente
mit definierter GroRe. Dazu wurde 1 pg Plasmid-DNA mit dem vorgesehenen 10x
Reaktionspuffer und dem/den geeigneten Restriktionsenzym(en) inkubiert. Zur Kon-
trolle wurde immer ein Probenansatz ohne Restriktionsenzyme angesetzt. Diese

Proben wurden bei 37°C fir zwei Stunden inkubiert.

2.2.7 DNA-Gelelektrophorese

Die durch den Restriktionsverdau aufgespaltenen oder linearisierten Basensequen-
zen des Plasmids wurden mit Hilfe einer DNA-Gelelektrophorese nach ihrer Grofe
aufgetrennt. Dazu wurde ein 1%-iges Agarosegel gegossen und zusammen mit HD
Green in die Gelelektrophoresekammer gegeben. Es wurden 2 g Agarose in 200 ml
1xTAE-Puffer (TRIS-HCI, Acetat, EDTA) in der Mikrowelle erhitzt, bis es flissig war
und im Anschluss in eine bereits vorbereitete Gelgie3-Apparatur mit entsprechen-
dem Ladungskamm gegeben. In das flussige Gel wurden vorher 2,5 ul HD Green
pipettiert. Durch die Verwendung von HD Green wird die DNA fluoreszenzmarkiert,
um die Restriktionsbanden spater sichtbar zu machen. Die Proben wurden in die

Kammern des Kamms pipettiert und anschliefiend wurde die Apparatur unter Span-
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nung gesetzt. Bei gleichbleibenden 100 V wurde das Gel fir 35 Minuten laufen ge-
lassen. Dabei wandert die negativ geladene DNA in Richtung Pluspol und trennt
sich ihrer Grol3e nach auf (d.h., anhand der Anzahl an Basenpaaren). Nach den
abgelaufenen 35 Minuten wurde das Gel aus der Apparatur enthommen und in ei-
nen Intas-Gel-Imager gegeben. Die sichtbar gewordenen Banden konnen mit Hilfe
eines benutzten Gel-Standards analysiert werden und mit den durch den Restrikti-
onsverdau entstandenen Basensequenzen verglichen werden, um sicherzustellen,
dass es sich um die gewunschten Sequenzen handelt und somit die erfolgreiche

Isolierung des Plasmids Uberpruft werden kann.

2.2.8 Kultivierung humaner Zelllinien

Bei der Kultivierung humaner Zelllinien musste ein geeignetes Nahrmedium benutzt
werden. Fur die Arbeiten in der Zellkultur wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) benutzt. Dieses Medium wurde vor dem Einsatz in der Zellkultur unter ste-
rilen Bedingungen mit einem geeigneten Antibiotikum (Pen/Strep) und fotalem Kal-
berserum (FCS) versetzt. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO:2im Zellinkubator
inkubiert. Alle drei bis vier Tage, in Abhangigkeit ihrer Konfluenz, mussten die Zell-
linien passagiert werden. Das alte Medium musste von den Zellen abgesaugt wer-
den und anschlieRend wurden diese mit 1xPBS’- gewaschen und dann mit einer
geeigneten Menge Trypsin versetzt um die Zelladhasion zu lésen. Nach einer Inku-
bationszeit von 5 min wurden die Zellen mit 5 ml DMEM aus der Zellkulturflasche
aufgenommen und in ein 50 ml Schraubdeckelgefall Ubertragen. Dieses wurde fir
5 min bei 1200 x g zentrifugiert, sodass sich die Zellen am Boden des Falcons sam-
meln. Das Trypsin-DMEM-Gemisch wurde vorsichtig abgenommen und die Zellen
wurden in 10 ml Medium resuspendiert. Die nun vereinzelten Zellen wurden in ei-
nem Verhaltnis von 1:10 oder 1:20 in Abhangigkeit ihrer vorherigen Konfluenz neu
ausplattiert. Bei stabil transfizierten Zelllinien musste je nach Resistenz entweder
eine Puromycin oder G418 hinzugefiugt werden, um den Selektionsdruck aufrecht
zu erhalten. Ist die Ausbringung einer definierten Anzahl an Zellen vonnéten, so
wurden diese vereinzelten Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer und einem

Mikroskop gezahlt und mit definierter Zellanzahl ausgebracht.
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2.2.9 Zellzahlung (Neubauer-Zahlkammer)

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer Zahlkammer benutzt. Dazu wur-
den 10 pl der durch Passagieren der Zellkultur vereinzelten Zellen entnommen und
10 ul Trypanblau vermischt. Trypanblau wird durch lebende Zellen wieder ausge-
schleust. Somit ist eine optische Unterscheidung gegenuber toten Zellen maoglich.
10 ul dieser angefarbten Zellsuspension wurden zwischen die Grundplatte und die
Deckplatte der Zahlkkammer gegeben. Die Grundplatte musste an den Randern
leicht befeuchtet werden, damit die Deckplatte nicht verrutschen kann und mit dem
richtigen Abstand auf der Grundplatte liegt. Ist dies der Fall waren am Rand an der
Kontaktflache beider Platten sogenannte Interferenzfarben zu sehen. AnschlieRend
wurden die Zellen in vier, durch Linien eingeteilte Quadranten gezahlt und mit fol-
gender Formel die Zellzahl bestimmt:

Gesamtzahl gezahlter Zellen Zellen

X 2 (Gesamtvolumen der Probe) x 10000 =

Anzahl der gezihlten Kammern
Nun musste nur noch die entsprechende Menge an Zellsuspension berechnet und

dann auf einer Zellkulturschale ausgebracht werden.

2.2.10 Kryokonservierung von Zelllinien

Zur Kryokonservierung humaner Zelllinien wurden die in Kultur gehaltenen Zellen
bis zu einer Konfluenz von mindestens 80% kultiviert und anschlieend wie beim
Vorgang des Passagierens aufgenommen. Das gewonnene Zellpellet wurde nicht
in Zellkulturmedium resuspendiert, sondern in 4,5 ml FCS (10% DMSO). Diese Sus-
pension wurde nun zu je 1ml in vorbereitete Kryo-Rdhrchen pipettiert. Diese Kryo-
Roéhrchen wurden zunachst in einer mit Isopropanol befllliten Cryo-Safe-Box fir
zwei Tage in den Ultratiefkihlschrank bei -80°C gestellt. Die Cryo-Safe-Box garan-
tiert durch das Isopropanol ein gleichmalliges und schonendes Einfrieren mit einer
Temperaturreduktion von 1°C pro Minute. Im Anschluss an diesen Schritt wurden
die Zellen in den Rohrchen aus der Cryo-Safe-Box entnommen und in flissigem

Stickstoff gelagert.
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2.2.11 Zellzyklussynchronisierung

Durch die Zugabe des selektiven CDK1-Inhibitors RO3306 kénnen Zellen reversibel
in der G2/M-Phase der Mitose arretiert werden [47]. Zur Synchronisierung der Zellen
wird das Medium der ausgebrachten Zellen vorsichtig von den Zellkulturplatten ab-
genommen und es wird neues, RO3306-haltiges Medium auf die Zellen gegeben.
Bei HEK293-Zellen betragt die bendtigte Konzentration fur einen G2/M-Arrest 10
uM. Diese Zellen werden nun maximal zwolf Stunden mit diesem Medium inkubiert.
Durch vorsichtiges Entfernen des RO3306-haltigen Mediums und einem vorsichti-
gen Hinzugeben von frischem Kulturmedium sind die jetzt synchronisierten Zellen
in der Lage den G2/M Arrest zu Uberwinden. Nun kann die Progression der Zellen
durch G2 und unterschiedliche Mitosephasen untersucht werden. Zusatzlich kann
durch diese Methode auch die subzellulare Lokalisation definierter Proteine in be-

stimmten Zellteilungsschritten untersucht werden.

2.2.12 Transfektion von Plasmid-DNA

Bei der Transfektion humaner Zelllinien wurde ein zuvor isoliertes bakterielles Plas-
mid in die Zelle eingebracht, um neue transient oder stabil transfizierte Zelllinien mit
neuen Eigenschaften, wie zum Beispiel der Uberexpression bestimmter Proteine,
zu erhalten. Zum Zwecke der Transfektion wurden unterschiedliche Transfektions-
medien eingesetzt. Vor Versuchsbeginn wird eine fir den Versuch bendtigte Menge
an Zellen in 15 cm Zellkulturschalen ausgebracht. Nach ca. 48 Stunden werden
diese Zellen mit einer Konfluenz von optimaler Weise um die 50-60% transfiziert.
Dafur wird die entsprechende Transfektionslosung nach der Calciumchlorid-Me-
thode oder mittels Turbofect oder Lipofectamin LTX Reagentien nach Herstelleran-
gaben angesetzt. Die Calciumchlorid-Methode wurde zur Transfektion der HEK293
Zellen eingesetzt. Bei einer Konfluenz von ca. 60-70 % wurde die Transfektionslo-
sung vorbereitet, welche aus 15 ug Plasmid-DNA, 445 pl sterilem Wasser und 55 pl
2,5 M CaClz besteht. Dazu kamen 500 ul 2xBBS. Nach einer Inkubationsphase von
20 min wurden 1000 pl dieser Lésung vorsichtig auf die Zellen gegeben. Nach sechs
bis acht Stunden sollte ein Mediumswechsel erfolgen, um zelltoxische Effekte zu
verhindern. Turbofekt wurde zumeist als Transfektionsmedium genutzt, um Zellen

far die konfokale Mikroskopie vorzubereiten. Die auf 24 well-plates ausgebrachten
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Zellen (75000 pro well, 24 Stunden vor Transfektion) wurden dann mit einer Losung
bestehend aus 100 ul serumfreiem DMEM, 1 ug Plasmid DNA, dem doppelten Vo-
lumen an Turbofect, und einem mit OptiMem-Medium aufgefllliten Gesamtvolumen
von 200 ul nach einer Inkubation von 15-20 Minuten bei RT transfiziert. Ein Medi-
umswechsel sollte nach sechs Stunden erfolgen und die Transfektionseffizienz war
nach 48 Stunden ausreichend, um die Zellen weitergehend zu untersuchen. Auch
die Lipofectamin LTX-Methode wurde fur die konfokale Mikroskopie genutzt. Die
Aussaat der Zellen erfolgte analog zu der von Turbofect, also in 24 well-Platten. Nun
wurden zwei Reagenzien vorgelegt. Zunachst 2,5 ul Lipofectamin LTX und 62,5 pl
OptiMem, danach im 2. Schritt 0,5 pug Plasmid DNA, 0,625 ul LTX-Plus Reagenz,
und 31,25 ul OptiMem. Diese beiden wurden kurz vor Transfektion vermischt und
vorsichtig auf die Zellen gegeben. Am nachsten Morgen sollte ein Medienwechsel
erfolgen und nach 24 Stunden konnte mit dieser Methode mit der Untersuchung der
Zellen begonnen werden. Bei allen Methoden sollte eine Zellkonfluenz von 70-90 %

vor der weitergehenden Untersuchung erreicht sein.

2.2.13 Zelllyse und Gewinnung von Proteinlysaten

Zur weiteren Untersuchung von Protein-Protein Interaktionen und Proteinmengen
mussten die kultivierten und transfizierten Zellen lysiert werden. Dazu wurden zu-
nachst die Zellkulturplatten aus dem Inkubator enthommen und das Medium abge-
saugt. Im Anschluss wurden die HEK293-Zellen mit PBS” vorsichtig von der Platte
abgespult und in ein 50 ml Schraubdeckelgefal Ubertragen. Diese Zellsuspension
wurde bei 1200 x g fur finf Minuten bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Das so
erhaltene Zellpellet wurde in 1 ml 1x PBS” resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppen-
dorf-Tube Uberflihrt. Dieses wurden nun bei 4°C und 500 x g fur ca. 3-5 Minuten
erneut abzentrifugiert. Ziel war es, moglichst alle Reste des Nahrmediums zu ent-
fernen. Nach vorsichtiger Abnahme des Uberstands wurde das Zellpellet nun mit
Lysispuffer versetzt, in Abhangigkeit von der Grofie des Pellets zwischen 25 und 40
ul eines NP40- oder CHAPS-Lysispuffers. Das Zellpellet wurde resuspendiert und
die zu lysierenden Zellen wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur direk-
ten weiteren Verwendung mussten die Zelllysate nun auf Eis aufgetaut und abzent-

rifugiert werden, um ein Proteinlysat im Uberstand zu erhalten. Dies geschieht bei
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15000 x g und 4°C fiir 30 min. Der entstandene Uberstand (TCL, total cell lysate)
wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorf-Tube Ubertragen. Die

Proteinlysate konnten nun weitergehend untersucht werden.

2.2.14 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Um die Vergleichbarkeit insbesondere von Westernblot-Experimenten zu gewahr-
leisten, muss eine Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefihrt werden. In die-
ser Arbeit wurde der Bradford-Test benutzt. FUr diesen Test werden Verdlinnungs-
reihen der Proteinlysate im Verhaltnis 1:5 bis 1:100, in Abhangigkeit von der Kon-
zentration des Lysats angefertigt. Zum Vergleich der Proben wird eine Eichgerade
aus definierten BSA-Proteinkonzentrationen gemessen. Bei dieser Methode wird
der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 eingesetzt, welcher mit unpolaren
Seitenketten von Proteinen Komplexe bildet. Durch diese Komplexbildung andert
sich das Absorptionsspektrum der Komplexe und kann photometrisch bestimmt
werden [48], sodass eine Quantifizierung der Proteinkonzentrationen durch einen

Vergleich mit der BSA-Eichgerade durchgeflihrt werden kann.

2.2.15 Ko-Immunoprazipitation

Zum Nachweis einer Protein-Protein Interaktion wurde die Ko-Immunoprazipitation
eingesetzt. Bei dieser Methode wurde ein aus humanen Zellkulturen gewonnenes
Zelllysat (75 ng Gesamtprotein) mit 1-2 ng spezifischem Antikorper uber Nacht bei
4°C rotierend inkubiert. Im nachsten Schritt benotigt man Protein A/G gekoppelte
Sepharose Beads. Diese mit hoher Spezifitat an den Fc-Teil von Antikrpern bin-
denden Beads mussen zuvor in 5 %-iger BSA-Losung geblockt werden, um unspe-
zifische Bindungen zu verhindern. Dem zuvor inkubierten Proteinlysat-Antikérper-
Gemisch wurden nun 20 pl der A/G Sepharose-Beads hinzugegeben und die An-
satze bei 4°C rotierend fir zwei Stunden inkubiert. Nach Abschluss der Inkubation
wurde die Probe jeweils dreimal bei 500 x g abzentrifugiert und mit Waschpuffer
vorsichtig gewaschen. Die so abzentrifugierten und gewaschenen Beads wurden
dann mit 2x Laemmli-Puffer bei 95°C fur 10 Minuten denaturiert und im Anschluss

mittels SDS-PAGE analysiert und auf spezifische Bindungspartner mit Hilfe der
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Western Blot Analyse untersucht.

2.2.16 Anti-eGFP Nanobody Ko-Immunoprazipitation

Fur die anti-eGFP Ko-Immunoprazipitation [49] wurden Zelllysate SIRT4-eGFP
Uberexprimierender HEK293-Zellen gewonnen und im Hinblick auf ihre Bindungs-
partner des eGFP-fusionierten Proteins analysiert. Nach einer Proteinkonzentrati-
onsbestimmung wurden 3000 ug Gesamtprotein pro Probe eingesetzt und mit 30 pl
einer anti-eGFP-Nanobody Bead-Suspension versetzt. Diese Beads wurden zuvor
aus der Stock-Lésung entnommen und viermal mit IP-Waschpuffer gewaschen.
Zum Abnehmen des Waschpuffers nach der Zentrifugation bei 500 x g wurde eine
Insulinspritze benutzt, welche aufgrund ihres geringen Kanulendurchmessers nur
die Flussigkeit abnimmt, nicht jedoch die Beads. Nach dem letzten Zentrifugations-
schritt wurden die aufgereinigten Beads mit 100 ul Waschpuffer pro Probe versetzt.
Die Proteinlysate wurden nun bei 4°C rotierend Uber Nacht inkubiert. Nach dieser
Inkubation wurden die Proben viermal mit 1000 ul Waschpuffer vorsichtig gewa-
schen. Zwischen jedem Waschschritt wurden die Proben bei 500 x g und 4°C ab-
zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig mit der Insulinspritze abgenommen. Bei
den jeweils letzten beiden Waschschritten wurde das Pellet sehr vorsichtig trocken
gezogen. Das Pellet wurde nun mit 2x Laemmli Ladungspuffer versetzt, bei 95°C
far 10 Minuten denaturiert und schlie3lich einer SDS-PAGE und Immunoblotanalyse

unterzogen.

2.2.17 Mikrotubuli-Pulldown-Assay

Fir die Durchfihrung des Mikrotubuli-Pulldown-Assays [50] wurden zuvor ausge-
brachte Zellen bei einer Konfluenz von 80-90 % geerntet und im Anschluss mit dem
Dounce-Homogenisator schonend aufgeschlossen (in PHEM-Buffer), um maoglichst
alle Zellbestandteile intakt zu halten. Dieses so erhaltene Lysat wurde bei 14000 x
g fur 30 min abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen und als Gesamtzellly-
sat (TCL) verwendet. Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung wurden nun glei-

che Mengen Gesamtprotein auf zwei Proben verteilt. Eine Probe wurde mit Taxol
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(finale Konzentration von 20 yM) und GTP (10 pug/ml) zur Stabilisierung der Mikro-
tubuli versetzt. Die andere Probe wurde analog mit Nocodazol (finale Konzentration
100 pM) zur Destabilisierung der Mikrotubuli versetzt. Diese Proben mussten nun
bei Raumtemperatur fir 30 min inkubiert werden. Von diesen beiden Proben wurde
nun jeweils 1 ml auf ein 15%-iges Sucrosekissen gegeben und bei 14000 x g fur 15
min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand und die Sucroseschicht abge-
nommen und ersterer auch auf Proteinkonzentration hin untersucht. Die bei der mit
Taxol versetzten Proben entstandene Pellets wurden vorsichtig in PHEM-Puffer ge-
waschen und erneut bei 14000 x g fur 15 min abzentrifugiert. Im Anschluss wurden
die Ansatze in 2x Laemmli Ladungspuffer denaturiert und mittels SDS-PAGE und

Immunoblotting analysiert.

2.2.18 Mitotischer Index

Zur Analyse des mitotischen Indexes wurden stabil transfizierte HeLa-Zelllinien, die
eGFP und SIRT4-eGFP exprimieren, mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
analysiert. Die Zelllinien wurden reversibel mit dem CDK1-Inhibitor RO3306 in der
G2-Phase arretiert (2.2.11). Nach dem release aus G2 durch zweimaliges Waschen
der Zellen und Mediumwechsel wurden die Zellen zu bestimmten Zeitpunkten (30
min, 60 min, 120 min, 240 min) mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie ana-

lysiert und im Hinblick auf den Prozentsatz mitotischer Zellen quantifiziert.

2.2.19 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit der Methode der SDS-PAGE besteht die Mdglichkeit Proteine anhand ihrer Mo-
lekulargewichte aufzutrennen. Fur die Durchfiihrung wurden zuvor hergestellte und
auf ihren Proteingehalt hin untersuchte Zelllysate analysiert. Nach der Denaturie-
rung mit SDS- und B-Merkaptoethanolhaltigem Laemmli-Ladungspuffer sind die
Proteine einheitlich mit einer negativen Ladung besetzt. Dadurch ist es moglich die
Proteine unabhangig von ihrer Ladung und ihrer Konformation in einem denaturie-
renden Polyacrylamidgel anhand ihres Molekulargewichts zu analysieren. In Abhan-

gigkeit von ihrer Grofe laufen die Proteine bei einer fur eine bestimmte Zeit konstant
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angelegten Spannung unterschiedlich schnell durch das Gel. Die Spanne der auf-
zuschlusselnden Proteingro3en konnte durch die Prozentigkeit (Gehalt an Ac-
rylamid vs. Bisacrylamid) des Gels bestimmt werden. Um die Proteine anhand lhrer
GroRe analysieren zu kdnnen musste immer ein standardisierter Proteinmarker mit-
aufgetrennt und analysiert werden. Im Anschluss wurden die aufgetrennten Prote-
ine mit Hilfe des Western Blots auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und da-

nach die entsprechenden Proteine durch Immunodetektion nachgewiesen.

2.2.20 Western Blot/Immunoblotanalyse

Bei der Western Blot Analyse wurden die zuvor mittels SDS-PAGE aufgetrennte
Proteinlysat auf eine spezielle Nitrocellulosemembran Ubertragen, um definierte
Proteine mittels Immunodetektion sichtbar zu machen. Zu diesem Zweck wurde
eine Blotting-Apparatur mit Transferpuffer beflllt. Das zuvor hergestellte SDS-
PAGE Gel wurde in eine spezielle Klammer Uberflhrt. In dieser wurde das Polyac-
rylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran gelegt und beidseits mit 3 Lagen an
Whatman-Papier und jeweils einem Schwamm fixiert. Die Membran musste dabei
immer anodenseitig positioniert werden. Diese Klammer wurde nun in die Blotting-
kammer Uberfihrt. Es wurde ein senkrecht zum Polyacrylamidgel gerichtetes elekt-
risches Feld angelegt, wodurch die mit SDS beladenen negativ geladenen Proteine
in Richtung des Plus-Pol wandern. Nach dem Transfer wurde die Membran in TBST
gelostem fettarmem Trockenmilchpulver (5%) fir mindestens 2 Stunden rollend in-
kubiert. AnschlieRend wurde die Membran mit dem jeweiligen primaren Antikdrper
(Verdinnung i.d.R. 1:1000) gegen das zu detektierende Protein inkubiert. Dieser
primare Antikdrper musste dann in einem zweiten Schritt nach drei Waschschritten
mit einem sekundaren fluoreszenzmarkierten Antikdrper (1:20.000) detektiert wer-
den. Die so auf der Membran markierten Proteine konnten nun mit Hilfe eines LI-

COR-Detektors detektiert und analysiert werden.

2.2.21 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (cLSM)

Die konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurde eingesetzt, um Proteine in tran-

sient oder stabil transfizierten Zellen zu visualisieren und untersuchen zu konnen.
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Die zu untersuchenden Zelllinien wurden zunachst auf Coverslips ausgebracht wer-
den. Bei der Fixation der Zellen wurde eine 4%-iges Paraformaldehyd (PFA)-L6-
sung benutzt. Zuvor wurden die Zellen drei-Mal mit PBS** gewaschen und im An-
schluss fur 20 Minuten mit PFA fixiert. Daraufhin wurden die Zellen erneut gewa-
schen und im Folgenden permeabilisiert. Dies geschah mit 500 pl 0,25%-igem Tri-
tonX-100 in PBS™" fiir eine Dauer von 5 min. Im n&chsten Schritt wurden die Zellen
wieder gewaschen und mit einer 3%-igen BSA-LOsung fur eine Stunde bei Raum-
temperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. In der Zwi-
schenzeit konnte die Losung fur den primaren Antikorper vorbereitet werden. Diese
wurden in einer Konzentration von 1:1000 oder 1:500 in 1%iger BSA-L6sung ange-
setzt. Nach dem Entfernen der Blocking-Solution wurde der primare Antikdrper in
Aliquots von je 140 ul auf die jeweiligen Coverslips gegeben. Die Zellen mussten
nun Uber Nacht bei 4°C im Dunkeln inkubiert werden. Am nachsten Tag wurde die
Antikorperlosung entfernt und die Coverslips dreimal gewaschen. Daraufhin wurden
die sekundaren Alexa-Antikorper, welche im Verhaltnis von 1:500 in 1%-iger BSA-
Lésung vorbereitet wurden, auf die Zellen gegeben und diese Ansatze flir zwei
Stunden bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen erfolgte die Anfar-
bung des Zellkerns mit Hilfe von DAPI, welches in einer Konzentration von
1:200.000 in PBS™- vorbereitet wurde. Nach erneut zweimaligem Waschen erfolgte
nun das sogenannte mounting. Zu diesem Zweck wurde Prolong Gold tropfchen-
weise auf spezielle Objekttrager gegeben und die vorsichtig getrockneten
Coverslips mit den Zellen nach unten auf dem Tropfen platziert. Die Slides mussten
nun 24 h trocknen und konnten dann mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskop

analysiert werden.

2.2.22 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde benutzt, um die Expression von GFP-gekoppelten
Proteinen in stabil transfizierten Zelllinien zu Uberprifen. Bei dieser FACS Analyse
(Fluoresecence Activated Cell Sorting) wurden die vorher vereinzelten und resus-
pendierten Zellen in je 500 pl Aliquots in spezielle FACS-Rohrchen Ubertragen.
Diese Zellen wurden nun im FACS anhand ihrer Oberflachenbeschaffenheit, inrer

Masse und ihres Volumens durch mehrere Laser detektiert und grafisch dargestelit.
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Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt mit der Flowing-Software, einer frei erhaltli-
chen Software zur Analyse durchflusszytometrischer Daten. Die Darstellung und
Analyse erfolgte in jeweils einem Histogramm pro Zelllinie und einer dazugehorigen
Dot-Plot. Wichtig ist immer eine Negativkontrolle von eGFP negativen Zellen, um
die eGFP-Positivitat korrekt bewerten zu kdnnen. Sollte eine Zelllinie ihre eGFP-
Positivitat verloren haben musste diese verworfen werden und eine neue Linie auf-

getaut werden.

2.2.23 Generierung stabil transfizierter Klone zur shRNA-vermittelten zel
luaren Depletion von GCP3

Fir die Generierung stabil transfizierter Klone wurde eine shRNA (small hairpin
RNA) der Firma Sigma-Aldrich verwendet, d.h., das pLKO.1 Vektorsystem mit einer

Puromycinresistenz.

shRMA
Construct

us | cPPT

N B hPGK

RRE
f Puro R

pLKO.1 puro it
el B with shRNA construct |
7,091 bp
*1‘\
: F1 ori
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Abb. 7: pLKO.1 puro Vektorkarte der lentiviralen shRNA-Plasmide gerichtet gegen GCP3.

Insgesamt wurden funf gegen humanes GCP3 gerichtete pLKO.1 Vektoren (zusam-

men mit dem pLKO.1-Kontrollvektor ohne shRNA-Sequenz) analysiert.
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Bezeichnung Sequenz

TRCNO0000431039 (=,039“) CCGGTTCCTGTACCGCTGGATATATCTCGAGATATA-
TCCAGCGGTACAGGAATTTTTTG

TRCNO0000108335 (= ,335“) V CCGGCGACATGGATAATGAAGATTTCTCGAGAAATCTTCA-
TTATCCATGTCGTTTTTG

TRCNO0000108336 (=“336“) V CCGGCGGGTGGTACTATGGAAATTACTCGAGTAATTT-
CCATAGTACCACCCGTTTTTG

TRCNO0000108339 (=“339) V CCGGGCATGGACTTTAACTGCAAATCTCGAGATTT-
GCAGTTAAAGTCCATGCTTTTTG

TRCNO0000429682 (= ,682°) CCGGTGCACTGCTAGACACGAAATTCTCGAGAATTT-
CGTGTCTAGCAGTGCATTTTTTG

Abb. 8: Sequenzen der shRNA-Plasmide gerichtet gegen GCP3

Nach der zuvor beschriebenen Plasmidisolation wurden diese Plasmide in Hela-
Zellen mit Hilfe der Turbofect Methode transfiziert. Es muss immer auch ein
Leervektor als Kontrolle mit ausgewertet werden, um auszuschliel3en, dass das ein-
gesetzte Plasmid per se einen Einfluss hat. Um stabile Klone zu erhalten, wurden
die Zellen unter Puromycinselektion gehalten und regelmafig mit Hilfe der Western-
blot Analyse auf die reduzierte GCP3-Proteinexpression hin untersucht. Zusatzlich
wurden Analysen mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie durchgefuhrt, um

die Menge und subzellulare Lokalisation der GCP3-Proteinmengen zu visualisieren.
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3 Ergebnisse

3.1 SIRT4 ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein

Bei einer SIRT4-eGFP Interaktom/Proteomanalyse [1] erfolgten Identifikation neuer,
extramitochondrialer Interaktionspartner von SIRT4, welche an der Ausbildung des
sogenannten y-TuSC beteiligt sind, wurde zunachst eine mogliche Assoziation von
SIRT4 mit polymerisierten Mikrotubuli untersucht. Im Zuge dieser Arbeit wurde dies
mit Hilfe von Mikrotubuli-Pulldown-Experimenten durchgeflhrt und hierfir stabil
transfizierte HEK293 eGFP und HEK293 SIRT4-eGFP Zelllinien eingesetzt [1, 45].
Die Expression der Transgene und somit die e GFP-Positivitat wurde mittels Durch-
flusszytometrie analysiert und bestatigt (Abb. 9). Die Mikrotubuli-Pulldown Methode
wurde im Rahmen dieser Arbeit etabliert (Kap. 2.2.17) (Abb. 10A). Unter dem Ein-
fluss von Taxol wurden die zellularen Mikrotubuli stabilisiert und deren Bindungs-
partner konnten anschlieBend nach differentieller Fraktionierung/Zentrifugation
(Abb. 10A) im Mikrotubulipellet (MP) mittels Immunoblotanalyse untersucht werden.
Des Weiteren wurde das Gesamtzelllysat (TCL), die cytosolische Fraktion (Cyt., vor
Zugabe von Taxol) und der Uberstand/Supernatant nach dem finalen Zentrifugati-
onsschritt analysiert (Abb. 10A). Hierbei lagen der Fokus auf a-Tubulin als Kontrolle
dafur, ob Mikrotubuli effizient pelletiert wurden. Zusatzlich stellte sich die wichtige
Frage, ob SIRT4-eGFP, im Gegensatz zu eGFP, mit stabilisierten Mikrotubuli ko-

pelletiert und somit mit diesen (direkt oder indirekt) interagiert.
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Abb. 9: Durchflusszytometrische Analyse der eGFP (B) und SIRT4-eGFP (C) Expression in
stabil transfizierten HEK293 Zellen. Die GFP-Positivitat istim logarithmischen Mafstab in der X-
Achse dargestellt (FITC-A). Parenterale HEK293-Zellen dienten als eGFP-Negativkontrolle (A).
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Abb. 10: Interaktion von SIRT4-eGFP mit Taxol-stabilisierten Mikrotubuli. (A) Schematischer
Versuchsaufbau zu den Mikrotubuli-Pulldown-Experimenten. HEK293 eGFP (Kontrolle) und
HEK293 SIRT4-eGFP Zellen (jeweils stabil transfizierte Zelllinien) wurden bei einer Konfluenz von
ca. 70-80% geerntet und schonend mit einem Dounce-Homogenisator lysiert. Im Anschluss wurde
das Lysat zentrifugiert, um eine zytosolische Fraktion zu erhalten. Zu dieser wurden GTP und Taxal
hinzugefugt, um die Mikrotubuli zu stabilisieren. Dieser Ansatz wurde im Anschluss einer Zentrifu-
gation durch ein 15%-iges Sukrose-Kissen unterzogen. Nach der Zentrifugation konnte das Mikro-
tubuli-Pellet entnommen und zusammen mit den anderen Fraktionen (TCL, Cytosol [Cyt] vor Zugabe
von GTP und Taxol, Supernantant und Microtubule Pellet [MP] nach dem letzten Zentrifugations-
schritt) mittels Immunoblotanalyse (B, HEK293 eGFP; C, HEK293 SIRT4-eGFP) untersucht werden
(oben: anti-GCP3; Mitte: anti-eGFP; unten: anti-a-Tubulin).
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In Abb. 10C ist eine klare Ko-Prazipitation von SIRT4-eGFP mit a-Tubulin als einem
Hauptbestandteil von Mikrotubuli und dem Mikrotubuli (Minuspol)-bindenden
yTURC-Faktor GCP3 gezeigt. Die restlichen Banden von SIRT4-eGFP und GCP3
im Uberstand/Supernatant sind auf den Versuchsaufbau zuriickzufiihren, in dem
keine 100%-ige Pelletierung und Aufreinigung der Mikrotubuli mdglich war. Der Un-
terschied in der Intensitat der SIRT4-eGFP und GCP3-Banden zum Uberstand/su-
pernatant lasst aber vermuten, dass es zu einer deutlichen Anreicherung im MP
gekommen ist bei ungefahr je Fraktion gleich geladener Proteinmenge. Des Weite-
ren weist die intensive a-Tubulin Bande (im MP) auf eine sehr gute Sedimentation
und Anreicherung der stabilisierten Mikrotubuli hin. Im Gegensatz hierzu konnte
eGFP als Kontrolle kaum im MP nachgewiesen werden, wahrend aber GCP3 und
a-Tubulin, letzteres wieder in hohen Mengen, prazipitiert werden konnten (Abb.
10B). Insgesamt zeigen diese Daten, die mit einem Teil der noch im Folgenden
aufgefuihrten Befunde bereits publiziert wurden [1], dass ektopisch exprimiertes
SIRT4, direkt oder indirekt, mit zellularen Mikrotubuli interagiert.

Um die Interaktion von SIRT4-eGFP mit Mikrotubuli zu bestatigen, wurden zusatz-
lich Ko-Immunoprazipitationsexperimente (Abb. 11A) mit a-Tubulin-spezifischen
Antikdrpern und Gesamtzelllysaten aus HEK293 eGFP und HEK293 SIRT4-eGFP
Zellen durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit den Befunden in Abb. 10 konnte im
Prazipitat mit anti-a-Tubulin-Antikérpern eine Interaktion von SIRT4-eGFP mit a-
Tubulin in der Westernblotanalyse nachgewiesen werden (Abb. 11B). Im Gegensatz
hierzu wurde keine Ko-Immunoprazipitation mit eGFP als Kontrolle beobachtet, ob-
wohl a-Tubulin, in zum SIRT4-eGFP Ansatz vergleichbarer Menge, prazipitiert
wurde (Abb. 11B, unteres Panel).
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Abb. 11: SIRT4-eGFP Ko-Immunoprazipitiert mit a-Tubulin. (A) Schematischer Ablauf der Ko-
Immunoprazipitation, bei welcher Gesamtzelllysate (TCL) mit a-Tubulin spezifischen Antikérpern
und im Nachgang mit Protein A/G Sepharose Beads versetzt werden, um im Anschluss die (di-
rekte/indirekte) Interaktion zwischen a-Tubulin und SIRT4 in der Westernblotanalyse zu untersu-
chen. (B) HEK293 eGFP (Kontrolle) und HEK293 SIRT4-eGFP Zellen (jeweils stabil transfizierte
Zelllinien) wurden isoliert und Gesamtzelllysate mittels Ko-Immunoprazipitationsanalyse auf eine In-
teraktion mit a-Tubulin Interaktion analysiert. IP, Immunoprazipitation.

Diese Ergebnisse zur Assoziation von SIRT4-eGFP mit Mikrotubuli, einmal polyme-
risiert durch den Einsatz von Taxol im Mikrotubuli-Pulldown (Abb. 10) und einmal
ohne Taxol-Stabilisierung (Abb. 11), lassen vermuten, dass SIRT4-eGFP mdglich-
erweise bereits mit den Bausteinen der Mikrotubuli, den o-Tubulin/pB-Tubulin Hete-
rodimeren, interagiert. Es blieb jedoch unklar, ob und wie (und wann im Zellzyklus)
SIRT4-eGFP durch a-Tubulin/B-Tubulin Heterodimere aktiv an die (Minus-Enden
der) Mikrotubuli rekrutiert wird, wie dies reguliert wird, und welchen Einfluss SIRT4-

eGFP letztendlich auf den Verlauf der Mitose ausubt.
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3.2 SIRT4 interagiert und ko-lokalisiert intrazellular mit GCP2 und
GCP3

Aufgrund der neuartigen Interaktion von SIRT4-eGFP mit a-Tubulin und Mikrotubuli
wurde in weiterfuhrenden Analysen die Interaktion von SIRT4-eGFP mit GCP2 und
GCP3 in Ko-Immunoprazipitationsanalysen sowie die subzellulare Ko-Lokalisation
dieser Proteine mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie naher analysiert.

Die Resultate der Ko-Immunoprazipitationsanalyse mit Gesamtzelllysaten aus
HEK293 eGFP und HEK293 SIRT4-eGFP Zellen sowie anti-eGFP Nanobody Be-
ads (Ablauf schematisch dargestellt in Abb. 12A) weisen hierbei auf eine (direkte/in-
direkte) Interaktion von SIRT4-eGFP sowohl mit GCP2 (Flag-tagged und ektopisch
exprimiert), als auch mit endogenem GCP3 hin (Abb. 12B, C). Alternativ konnte
SIRT4-eGFP an nur eine Komponente des yTUSC (y-Tubulin/GCP2/GCP3) binden,
sodass dann die anderen Komponenten ko-immunoprazipitieren konnten. Im Ge-
gensatz hierzu konnte eine Interaktion von eGFP als Negativkontrolle weder mit
GCP2-Flag noch mit GCP3 beobachtet werden. Als caveat ist jedoch das fehlende
GCP2-Flag Signal in HEK293 eGFP-Zellen (Input/TCL) (Abb. 12B) zu sehen, mdg-
licherweise bedingt durch eine nicht ausreichende Detektionsdauer der Western-
blot-Membran und/oder durch eine im Vergleich zu SIRT4-eGFP niedrigere Trans-
fektionseffizienz des GCP2-Flag Plasmids. Insgesamt bestatigen diese Befunde
aber die Daten aus der massenspektrometrischen SIRT4-eGFP Interaktom/Proteo-
manalyse [1] und bekraftigen das Bild einer (direkten/indirekten) Interaktion der vy-
TuSC-Proteine GCP2 und GCP3, entweder einzeln oder im yTUSC, mit SIRT4-
eGFP.
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Abb. 12: SIRT4-eGFP ko-immunoprazipitiert mit GCP2 und GCP3. (A) Schematischer Ablauf der
Ko-Immunoprazipitation, bei welcher Gesamtzelllysate (TCL) aus HEK293 eGFP (Kontrolle) bzw.
HEK293 SIRT4-eGFP Zellen (jeweils stabil transfizierte Zelllinien) mit anti-GFP Nanobody Beads ver-
setzt werden, um im Anschluss die (direkte/indirekte) Bindung zwischen SIRT4-eGFP und GCP2-Flag
bzw. GCP3 mittels Westernblotanalyse zu untersuchen. (B) Interaktion von SIRT4-eGFP mit trans-
fiziertem GCP2-Flag. (C) Interaktion von SIRT4-eGFP mit endogenem GCP3. IP, Immunoprézipita-

tion.

Im nachsten Schritt wurde die subzellulare (Ko-) Lokalisation von endogen expri-

miertem SIRT4 zusammen mit GCP2 oder GCP3 (beide endogen oder nach Trans-

fektion ektopisch exprimiert) mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie in

HT1080 Fibrosarkomzellen analysiert. Diese Zelllinie zeigt im Gegensatz zu

HEK293-Zellen eine fur die Immunhistochemie und die Durchfihrung konfokaler

Mikroskopieanalysen notwendige stabile Oberflachenzelladhdrenz. Endogenes

SIRT4 konnte mittels eines geeigneten Antikdrpers detektiert werden (siehe

Kap.2.2.21), der im Gegenteil zur Westernblotmethode in der Immunofluoreszenz

technisch funktioniert und anwendbar ist [1]. In einem vorgelagerten Experiment
wurden HT1080 Zellen bzgl. RO3306-vermittelter Gz-Arretierbarkeit und mitoti-

schem release in den Zellzyklus, Zellfixierung und geeigneter Antikdrperverdin-

nung und -farbung der fixierten Zellen getestet und untersucht
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Abb. 13: Endogenes SIRT4 ko-lokalisiert partiell mit endogenem GCP2 (A) und GCP3 (B) am
mitotischen Spindelapparat. HT1080-Zellen nach release aus dem RO3306-induziertem G2-Arrest
fixiert, angefarbt mit Antikorpern gegen endogenes SIRT4 (griin), endogenes GCP2 bzw. GCP3 (rot),
sowie a-Tubulin (braun) und danach konfokal-mikroskopisch analysiert und dokumentiert.
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Abb. 14: Endogenes SIRT4 ko-lokalisiert partiell mit transfiziertem GCP2-Flag (A) und GCP3-
Flag (B) am mitotischen Spindelapparat. HT 1080-Zellen wurden fixiert, angefarbt mit Antikdrpern
gegen endogenes SIRT4 (grin), GCP2-Flag bzw. GCP3-Flag (anti-Flag M2; rot), sowie a-Tubulin
(braun) und danach konfokal-mikroskopisch analysiert und dokumentiert.

overlay
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Zunachst wurde die subzellulare Lokalisation des endogen exprimierten SIRT4-Pro-
teins und der yTUSC Komponenten GCP2 (Abb. 13A) und GCP3 (Abb. 13B) in sich
teilenden, charakteristisch o-Tubulin-gefarbten HT1080-Zellen untersucht. Hierbei
konnte eine deutliche Lokalisation aller drei Proteine am mitotischen Spindelapparat
(i.e., Zentrosomen und mitotische Spindel) beobachtet werden. Auffallend ist eine
eher zentrosomale/spindelpolnahe Ko-Lokalisation von SIRT4 mit GCP2 und GCP3
an der mitotischen Spindel. Vergleichbare Ergebnisse konnten in HT1080-Zellen
erhoben werden, in denen entweder GCP2-Flag oder GCP3-Flag nach Transfektion
ektopisch exprimiert wurde. Ahnlich zu den in Abb. 13 gezeigten Farbungen wurde
auch hier eine eher zentrosom/spindelpolnahe (Ko-) Lokalisation von SIRT4 und
GCP2-Flag/GCP3-Flag beobachtet (Abb. 14). Die Ergebnisse der konfokal-mikro-
skopischen Analyse unterstitzen die biochemischen Befunde der SIRT4-Mikro-
tubuli Interaktion (Abb. 10 und 11) und SIRT4-GCP2/GCP3 Ko-Immunoprazipita-
tion. Die zentrosomnahe Ko-Lokalisation von SIRT4 und GCP2/GCP3 fuhrte daher
zu der Hypothese, dass GCP2/GCP3 als yTUSC Komponenten und fir die (-)Enden
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der Mikrotubuli charakteristische MAPs (Mikrotubuli-assoziierte Proteine) die
zentrosomale Rekrutierung von SIRT4 verantworten bzw. regulieren. Als Konse-
quenz konnte SIRT4 dann die weitere Ausbildung und Dynamik der mitotischen
Mikrotubuli negativ beeinflussen, insbesondere durch die SIRT4-Histondeacetylase
6 (HDACG) vermittelte Deacetylierung von a-Tubulin am Lysin 40 (K40) [1].

3.3 ShRNA-vermittelte zellulare Depletion von GCP3

Um die Hypothese einer GCP3 (yTUSC-) abhangigen Rekrutierung von SIRT4 an
die mitotischen Spindelpole zu Uberpriufen, wurde im nachsten Schritt ein lentivi-
ral/pLKO.1-Vektor basiertes Protokoll der Expression von shRNAs etabliert, die zur
zellularen Depletion von GCP3 fuhren. Diese Experimente wurden in HEK293-Zel-
len (zwecks Immunoblotanalyse der GCP3-Proteinmengen) sowie in HeLa-Zellen
(zwecks konfokaler Laserscanning-Mikroskopie von GCP3) durchgeflihrt. Neben
der Vektorkontrolle (shRNA die unspezifisch keine Depletion verursacht) wurden
zunachst vier GCP3-spezifische shRNAs ausgetestet. Hierbei wurden die entspre-
chenden pLKO.1-Vektoren zunachst in HEK293-Zellen transfiziert, diese einer stan-
digen Puromycin-Selektion unterzogen und die GCP3-Proteinexpression bis zu 12
Tage nach Transfektion mittels Immunoblotanalyse und densitometrischer Quanti-
fizierung untersucht (Abb. 15). Es zeigten sich im zeitlichen Verlauf unterschiedliche
Effizienzen der GCP3-Runterregulation fur die untersuchten shRNAs, wobei sich
auch die Konstanz der Runterregulation unterschied. Eine stabile Reduktion der
GCP3-Proteinmengen war aber durch die shRNAs 682 und 336 (letztere konstant
auf etwa 60%) mdglich (Abb. 15A, B), wobei shRNA 336 zunachst fur weitere Ex-

perimente genutzt wurde.
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Abb. 15: shRNA-vermittelte zelluldre Depletion von GCP3 in HEK293-Zellen. (A) Die Expression
von GCP3 wurde durch stabile Expression von GCP3-spezifischen shRNAs mittels des lentiviralen
pLKO.1 Vektorsystems runterreguliertund die GCP3-Proteinmengen mittels Immunoblotting analy-
siert. Der pLKO.1-Vektor mit shRNA die unspezifisch keine Depletion verursacht (vector control)
diente als Negativkontrolle. (B) Densitometrische Immunoblotanalyse und Zeitverlauf der Puromy-
cin-Selektion und GCP3-Proteinmengen in HEK293-Zellen nach Transfektion und stabiler, pKLO.1-
abhangiger Expression GCP3-spezifischer shRNAs.

Im nachsten Schritt wurde pLKO.1-shRNA 336 in (im Gegensatz zu HEK293-Zellen)
deutlich adharenteren HelLa-Zellen transfiziert und transient exprimiert. Die Zellen
wurden fixiert, mit einem GCP3-spezifischen Antikorper gefarbt und einer konfoka-
len Laserscanning-Mikroskopieanalyse unterzogen. Bei den shRNA 336 transfizier-
ten HelLa-Zellen war das Signal von GCP3 nur noch sehr schwach darstellbar, wo-
bei die dargestellten mitotischen, a-Tubulin markierten Spindeln eher irregular er-
schienen (Abb. 16, rechte Halfte). Letzterer Befund steht im Einklang mit der Not-
wendigkeit von GCP3 (und somit einem funktionellen yTUSC) fur die korrekte Aus-
bildung der mitotischen Spindel [51]. Im Gegensatz hierzu waren die GCP3-Signale
in den Kontroll-HeLa-Zellen zusammen mit den a-Tubulin gefarbten mitotischen
Spindeln deutlich nachweisbar (Abb. 16, linke Halfte). Somit konnte konsistent zu
den Befunden aus Abb. 15 durch die Expression der shRNA 336 eine Runterregu-
lation und Reduktion der zellularen GCP3-Proteinmengen erzielt werden. Danach
wurden weiterfuhrende konfokale Mikroskopieexperimente in HeLa-Zellen durchge-
fuhrt, um zu klaren, inwieweit die shRNA 336 vermittelte GCP3-Reduktion (und so-

mit wahrscheinlich fehlerhafte yTUSC-Funktion) zu einer reduzierten zentrosomalen
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Lokalisation von endogenem SIRT4 flhrt. Diese Untersuchungen konnten jedoch
aufgrund technischer Schwierigkeiten mit dem SIRT4-Antikorper sowie Beendigung

der Laborphase der Promotionsarbeit nicht mehr abgeschlossen werden.

shRNA vector control GCP3 shRNA 336

overlay overlay

aveglay overlay

Abb. 16: shRNA-vermittelte zelluldre Depletion von GCP3 in HeLa-Zellen. Die Expressionvon
GCP3 wurde durch transiente Transfektion (pLKO.1 Vektorsystem) der GCP3-spezifischen shRNA
366 runterreguliert und die GCP3-Proteinmengen mittels konfokaler Mikroskopie analysiert (rechte
Abbildungen). Der pLKO.1-Vektor die unspezifisch keine Depletion verursacht (Vector control)
diente als Negativkontrolle (linke Abbildungen). Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit
Antikorpern gegen GCP3 (rot) und a-Tubulin (braun) angefarbt.
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3.4 Ektopische Expression von SIRT4 verzogert die mitotische Pro

gression im Zellzyklus

Im Folgenden wurde der Einfluss von erhéhten SIRT4-Mengen auf die Zellzyklus-
progression, im Besonderen auf die mitotische Zellteilung, untersucht. Hierbei wur-
den stabil SIRT4-eGFP Uberexprimierende HelLa-Zellen und Hela-eGFP Kontroll-
zellen verwendet, um eine konfokal-mikroskopische, quantitative Zellzyklusanalyse
mitotischer Zellen durchzuflhren (siehe Kap. 2.2.18) und die Frage zu klaren, ob
die Uberexpression von SIRT4 die mitotische Progression verlangsamt. Die Gene-
rierung der untersuchten HelLa-Zelllinien mittels des retroviralen pUC2CL12IPwo
Vektorsystems und deren Erstcharakterisierung bzgl. stabiler eGFP bzw. SIRT4-
eGFP Expression erfolgte bereits durch Drews et al. [46].

Diese eGFP- (Kontrolle) bzw. SIRT4-eGFP exprimierenden HelLa-Zelllinien wurden
mit dem CDK1-Inhibitor RO3306 in der G2-Phase arretiert und durch Waschen der
adharenten Zellen mit Medium und gefolgt von einem kompletten Mediumwechsel
aus dem Gz-Arrest entlassen. Die Zellen wurden bei definierten Zeitpunkten (30
min, 60 min, 120 min, 240 min) nach release in die Mitose fixiert, einer Antikdrper-
farbung unterzogen und konfokalmikroskopisch (Abb. 17) sowie quantitativ analy-
siert (Abb. 18) analysiert. Typische mitotische Zellen sind hierbei durch eine Spin-
delfarbung (a-Tubulin) zusammen mit Pericentrin positiven Spindelpolen/Zentroso-

men gekennzeichnet.
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G, arrest (10 yM RO3306) 60 min post G, arrest

~& overlay

Abb. 17: Mitotische Zellzyklusprogression von HeLa pUC2-Zelllinien, die stabil eGFP (Kontrolle;
oben) oder SIRT4-eGFP (unten) exprimieren. Die Zelllinien wurden durch Zugabe des reversiblen
CDK1-Inibitors RO3306 in G2 arretiert (linke Abbildungen) und 60 min nach release aus dem G2-Arrest
(durch Wegwaschen von RO3306 und Mediumwechsel, rechte Abbildungen) mittels konfokaler Mikro-
skopie analysiert. Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit Antikbrpern gegen den zentroso-
malen Marker Pericentrin (rot) und den Spindelmarker o-Tubulin (braun) angefarbt. Der mitotische In-
dex wurde durch quantitative Analyse von Post-G2-Zellen mit mitotischen Spindeln (a.-Tubulin/Pericent-
rin) bestimmt (Auswertung in Abb. 18).

Exemplarisch gezeigt sind in Abb. 17 die konfokal-mikroskopischen Aufnahmen
zum Zeitpunkt des Gz-Arrests (Abb. 17, links) und HeLa-Zelllinien 60 min nach
RO3306-Wegnahme und G:z-release in die Mitose (Abb. 17, rechts). Erwartungsge-

mal zeigen die in G2 arretierten Zellen keinerlei mitotische (dicht a-Tubulin positive)
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Spindelapparate, wohingegen 60 min post-release typisch mitotische Spindelappa-
rate deutlich zu erkennen sind (Abb. 17, rechts, siehe Pfeile). Um eine Aussage
Uber den Einfluss von SIRT4 auf die zeitliche Progression durch die Mitose von
HelLa-Zellen treffen zu kénnen, wurden alle analysierten Zeitpunkte bis 240 min
nach Gz release quantitativ analysiert und hierbei der Prozentsatz mitotischer Zellen
nach Auszahlung von etwa 270 bis 400 Zellen pro Zeitpunkt und Zelllinie bestimmt
(Abb. 18A und B).

# HelLa pUC2 eGFP Cells Yo
——heLaputze counted | mitotic
+HelLa pUC2 SIRT4-eGFP
HelLa eGFP
20 (Gs-Arrest) 204 0
= HelLa eGFP 30 min 336 23,6
Q i
T Hela eGFP 60 min 360 21,7
§ 15 Hela eGFP
8 120 min 310 1 76
'E HelLa eGFP
~ 240 min 398 55
]
T 10
o
2 Hela SIRT4-eGFP
= elLa -e
=]
.-E (Gz-Arrest) 274 0
5 =
< gioela?inSIRT4 eGFP 307 124
6H(()—:I;f:ainSIRT4-E:GFP 215 12,5
0 . Hela SIRT4-eGFP 239 21
G,arrest 30" post 60 post 120 post 240" post 120 min
(RO3306) release release release release Hela SIRT4-eGFP 302 63
240 min '

Abb. 18: Mitotische Zellzyklusprogression von HelLa Zelllinien, die stabil eGFP (Kontrolle)
oder SIRT4-eGFP exprimieren. Die Zelllinien wurden wie in Abb. 17 gezeigt behandelt und dann
der mitotische Index bei definierten Zeitpunkten nach G2-Arrest durch quantitative Analyse von Post-
G2-Zellen mit mitotischen Spindeln (a.-Tubulin als Spindelmarker, Pericentrin als Spindelpolmarker)
bestimmt. Die Daten entstammen einem Experiment, bei dem 215 bis knapp 400 Zellen pro Zelllinie
und Zeitpunkt ausgezahlt und analysiert wurden.

Die Befunde der Zellzyklusanalyse (Abb. 17 und 18) zeigten, dass SIRT4 die Pro-
gression der Mitose in HeLa-Zellen deutlich verlangsamt. Im Fall der HeLa-Kontroll-
zellen, welche lediglich eGFP Uberexprimieren, zeigen bereits 30 min nach G2 re-
lease 23,6 % der ausgezahlten Zellen eine mitotische Spindel mit Pericentrin-posi-
tiven Spindelpolen. Nach 60 min sind es ahnlich viele (21,7 %). Der Anteil von Zellen

mit mitotischem Spindelapparat nimmt nach 120 Minuten deutlich ab auf 7,6 %, da
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ein Grolteil der Zellen die Mitose in die nachste Gi-Phase durchlaufen hat. Im Ge-
gensatz hierzu war bei den stabil SIRT4-eGFP Uberexprimierenden HelLa-Zellen
eine deutliche Verzogerung der mitotischen Progression zu erkennen. Es zeigte
sich, dass 30 min nach Auswaschen des CDK1-Inhibitors RO3306 und somit Gz
release lediglich 12,4 % der Zellen und bei 60 min ebenfalls nur 12,5 % der Zellen
eine mitotische Spindel ausgebildet haben (Abb. 18). Erst nach 120 Minuten wurde
in den SIRT4-eGFP Uberexprimierenden Zellen eine verzdgerte und ahnlich hohe
Anzahl an mitotischen Spindelapparaten nachgewiesen (21 %), wie sie bereits bei
30 min fir HeLa-eGFP Zellen sichtbar war. SIRT4 fuhrt also durch eine direkte oder
indirekte Interaktion mit einem oder mehreren an der Ausbildung des mitotischen
Spindelapparates beteiligten Proteinen/Regulatoren zu einer deutlichen zeitlichen

Verzdgerung der mitotischen Zellteilung.
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4 Diskussion

Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde geben einen Einblick in eine mogliche extra-
mitochondriale Rolle von SIRT4 wahrend der mitotischen Zellteilung. Es konnte ge-
zeigt werden, dass SIRT4 ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein ist, welches mit GCP2
und GCP3, Komponenten des y-TuSC, interagiert. Dieser Proteinkomplex ist essen-
tiell fir die Keimbildung der Mikrotubuli an den Spindelpolen in der Mitose [52], was
nahelegt, dass die zentrosomale Interaktion von SIRT4 mit GCP2 und GCP3 zu
einer Hemmung der Kernbildung der Mikrotubuli fihrt und damit die Zellteilung und
Proliferation der Zellen verlangsamt. Die Befunde dieser Arbeit legen daher eine
weitere tumorsuppressive Funktion von SIRT4 in der Zellzyklusprogression [1] ne-
ben der bereits bekannten Inhibierung des Glutaminmetabolismus nahe [53].

4.1 Extramitochondriale Proteininteraktion und Ko-Lokalisation von

SIRT4 mit Komponenten des mitotischen Spindelapparats

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass SIRT4 mit Mikrotubuli inter-
agiert und ko-lokalisiert. Anhand von Ko-Immunoprazipitationsexperimenten, kon-
fokaler Mikroskopie und Mikrotubuli-Pulldown-Experimenten wurde eine Interaktion,
entweder direkt oder indirekt, von SIRT4 mit a-Tubulin, GCP2 und GCP3 (Abb. 11
und 12) sowie eine Ko-Lokalisation dieser Proteine am mitotischen Spindelapparat
(Abb. 13 und 14) gezeigt. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es sich bei SIRT4 um
ein mikrotubuliassoziiertes Protein (MAP) handelt. MAPs wurden ursprunglich be-
schrieben als Proteine, die an Mikrotubuli binden und diese stabilisieren. Uber die
Zeit wurden zahlreiche MAPs identifiziert, wobei die genaue Funktion vieler dieser
Proteine in der dynamischen Instabilitat von Mikrotubuli noch unklar ist [54]. Es exis-
tieren funf MAP-Gruppen, denen verschiedene Mitglieder anhand ihrer Funktion zu-
geteilt wurden. Zur ersten Gruppe zahlen die beweglichen MAPs (z.B. Dynein und
Kinesine), welche molekulare Kraft erzeugen und z.B. den Mikrotubuli-vermittelten
Transport von Cargo oder Organellen vermitteln [55, 56]. Gruppe zwei beschreibt
Proteine, die zur Depolymerisation oder einem Brechen der Mikrotubuli fihren [57].

Hierzu zahlen z.B. Katanin, Spastin oder Fidgetin. In Gruppe drei finden sich MAPs
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wie die GCP-Faktoren des yTURC, die als Keimbildner der Mikrotubuli fungieren
[58]. Schliellich beinhaltet Gruppe vier der MAPs Proteine, die nur am Plus- oder
Minusende der Mikrotubuli binden und dort eine definierte Funktion einnehmen, wie
z.B. die (+)-Pol stabilisierende und die Mikrotubulidynamik regulierende Rolle von
EB3 [59].

Kinesin
-Mikrotubuli-Motor-Protein

\

Katanin
-Mikrotubuli-durchtrennendes-Protein

gTURC
-Keimbildner der Mikrotubuli T"' v

\4 & b T . ' " _’vi : i _. _:
By B

EB3

-Pol-stabilisierendes-Protein

Dynein
-Mikrotubuli-Motor-Protein

Abb. 19: Schematische Darstellung einiger Mikrotubuli-Assoziierten-Proteine (MAP’s). Ver-

andert nach Wattanathamsan et al. [60]. Erstellt mit BioRender.com

Die MAPs der ersten vier Gruppen sind klar durch deren Funktion definiert [54],
wohingegen Mitglieder der flinften Gruppe eine sehr grol3e heterogene Gruppe von
Proteinen reprasentiert, welche an Mikrotubuli binden, diese stabilisieren oder de-
stabilisieren kénnen, aber noch nicht systematisch eingeteilt wurden [61, 62].

Sirtuine haben unterschiedliche Lokalisationen innerhalb der Zelle und scheinen
diese auch zu wechseln. SIRT1 und SIRTZ lokalisieren im Zytoplasma und im Kern,
was sich durch Kernexportsignale bei SIRT1 zeigt [63], und auch bei SIRT2 konnte
die subzellulare Lokalisierung im Zellkern und im Zytoplasma nachgewiesen wer-
den [64]. Innerhalb der Gruppe der mitochondrialen Sirtuine (SIRT3, SIRT4 und
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SIRTY) ist vor allem SIRT3 pradominant in Mitochondrien lokalisiert, wobei flr alle
drei Mitglieder N-terminal gelegene mitochondriale Zielsequenzen identifiziert wer-
den konnten [65]. SIRT3 kann aber, bei gleichzeitiger Expression von SIRT5, durch
einen unbekannten Mechanismus das Mitochondrium verlassen und auch im Zell-
kern mit bisher unbekannter nuklearer Funktion nachgewiesen werden [66]. Bei-
spiele fur extramitochondriale Lokalisationen und Funktionen von SIRT4 und SIRT5
beinhalten z.B. die Interaktion von SIRT4 mit C-RAF im RAF-MEK-ERK Signalweg
[44] sowie die SIRT5-vermittelte posttranslationale Modifikation von Histon H3 in
der transkriptionellen Regulation [67].

Gemal der oben vorgenommenen Definition der MAPs und der Analyse der sub-
zelluldren Lokalisation der Sirtuine, insbesondere SIRT4, kann man SIRT4 in die
funfte Gruppe der MAPs einordnen. Die aktuelle Literatur legt nahe, dass mito-
chondriale Sirtuine in der Lage sind ihre intrazellulare Lokalisation zu verandern [1,
65, 66]. In parallel durchgefuhrten Arbeiten der Arbeitsgruppe konnte zusatzlich ge-
zeigt werden, dass SIRT4 mit der Mikrotubuli-assoziierten o-Tubulin-Deacetylase
HDACEG6 interagiert, die hierbei die HDAC6 Proteinmengen erhdht/stabilisiert und
dadurch zu verminderten Acetyl-a-Tubulin (K40) Proteinmengen fihrt. Dies hat
wahrscheinlich eine geringere Stabilitdt der Mikrotubuli wahrend der Mitose zur
Folge [1]. Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass SIRT4
zu den MAPs gezahlt werden kann, wobei eine nahere Charakterisierung der Funk-
tion an den Mikrotubuli sowie der genauen regulatorischen Rolle von SIRT4 in der

mitotischen Zellteilung durchgeflihrt werden muss.

4.2 SIRT4 als Teil des y-TuSC und die Rolle von y-TURC und a/B-Tu
bulindimeren in der Rekrutierung von SIRT4 an den Spindelap

parat

SIRT4 ko-lokalisiert und interagiert mit a-Tubulin und den Komponenten des y-
TuSC, GCP2 und GCP3. a-Tubulin liegt immer als Heterodimer mit -Tubulin in der
Zelle vor. Diese Heterodimere werden dann durch die sogenannten Tubulin-Spezi-
fischen-Chaperone in den Zustand versetzt, in dem sie fur die Mitose polymerisiert

werden koénnen [68]. Neben einer GCP2/GCP3-vermittelten Rekrutierung von
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SIRT4 an die Spindelpole ware es alternativ auch denkbar, dass die Rekrutierung
von SIRT4 an die Spindelpole/(-)-Enden der Mikrotubuli Gber o/B-Tubulin Heterodi-
mere von Statten geht. Fur diese Hypothese spricht, dass bei der Ko-Immunoprazi-
pitation von a-Tubulin in der Westernblotanalyse SIRT4 als Interaktionspartner von
a-Tubulin identifiziert werden konnte (Abb. 11), nicht jedoch GCP2 oder GCP3 (Da-
ten nicht gezeigt). Dieser Befund spricht dafiir, dass die primare Rekrutierung von
SIRT4 an die Mikrotubuli Uber o/p-Tubulin Heterodimere stattfindet. Im Verlauf der
Mitose wird zu Beginn aus mehreren y-TuSC ein Keimbildungszentrum fur die
Mikrotubuli gebildet, welches die Polymerisation der Mikrotubuli reguliert [69]. Zu-
sammen mit GCP4, GCP5 und GCP6 bilden sie dann den y-TuRC (gamma-tubulin-
ring-complex), welcher aus den o/p-Tubulin Heterodimeren wahrend der Mitose
Mikrotubuli zur Chromosomentrennung formiert [70]. Eine Mdglichkeit ist es also,
dass SIRT4 Uber die o/p-Tubulin Heterodimere zum y-TuSC gelangt und dann von
dort Einfluss auf die Mikrotubulidynamik nehmen konnte, beispielsweise uber die
bereits erwahnte Interaktion mit HDAC6 an den Mikrotubuli (Arbeitsmodell in Abb.
17), gefolgt von einer geringeren Stabilitat der Mikrotubuli [1].

Tubulin wird regulativ durch verschiedene Mechanismen posttranslational modifi-
ziert und interagiert so mit einem breiten Spektrum an Proteinen, was eine hohe
funktionelle Tubulindiversitat zur Folge hat, den sog. ,Tubulin-Code® [71, 72]. Die
Tubulinmodifikationen fuhren dazu, dass verschiedene Effektoren an den Tubulinen
binden konnen und damit vor allem die Dynamik der Mikrotubuli verandert werden
kann [73]. Eine Zugehorigkeit von SIRT4 zu diesen Effektoren und der exakte Rek-
rutierungsmechanismus tber GCP2/GCP3 und/oder o/p-Tubulindimere musste in

weitergehenden Experimenten weitergehend untersucht werden.

4.3 Generierung stabiler GCP3-depletierter Zelllinien mit defekter
yTURC-Funktion

Durch die Generierung stabil GCP3 shRNA-exprimierender Zelllinien wurde die

Grundlage geschaffen, um die Hypothese (Abb. 17) zu testen, dass der y-TUSC

(GCP2/GCP3) die fiur die Rekrutierung und Lokalisation von SIRT4 an die spindel-

polnahen Enden der Mikrotubuli notwendig ist. In dieser Arbeit wurde GCP3 flr die
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Generierung der stabilen Klone ausgewahlt, da in den Immunoprazipitationsversu-
chen eine deutliche Interaktion von SIRT4 auch mit endogenem GCP3 gezeigt wer-
den konnte (siehe Abb. 12). Aullerdem konnte keine eindeutige Ko-Lokalisation mit
GCP2-Flag am Zentrosom beobachtet werden, was aber kritisch zu bewerten ist,
da in anderen Arbeiten der Arbeitsgrupppe dies bestatigt werden konnte. Die
Schwierigkeit der Generierung GCP3-depletierter Zellen besteht darin, dass GCP3
essentiell fur die Zelle ist und ein Knock-down zu schweren mitotischen Defekten
fihren und ein Uberleben der Zelle bedrohen kann [28]. Es wurden verschiedene
shRNA-Targetsequenzen eingesetzt und mit Hilfe von mehrmaliger Expressions-
kontrolle die Zelllinien fir eingehende und zukinftige Analysen gewahlt, welche (i)
zeitlich am stabilsten eine Runterregulation von GCP3 zeigten und (ii) noch Prolife-
rationfahigkeit und Vitalitat aufwiesen (siehe Abb. 16). Weitere Studien mittels
Mikrotubuli-Pulldown sowie konfokalmikroskopische Untersuchungen sollten nun
mit diesen Klonen durchgefuhrt werden, um eine potentielle Veranderung der Inter-
aktion mit Mikrotubuli und mitotischen Lokalisation von SIRT4 in Abhangigkeit von
GCP3 zu analysieren.

Ein wichtiges, noch ausstehendes Kontrollexperiment ist die Analyse der
GCP2/GCP3 Lokalisation am mitotischen Spindelapparat in SIRT4-depletieten Zel-
len. Hier kdnnte man abhangig vom Ergebnis ausschlieRen, dass SIRT4 die sub-
zellulare Lokalisation GCP2/GCP3 reguliert, im Gegensatz zu dem in Abb. 20 dis-
kutierten und auf den Befunden dieser Arbeit beruhenden Arbeitsmodell.

4.4 Die Auswirkung erhohter SIRT4-Mengen auf den mitotischen

Zellzyklus und die Proliferation

Die Daten dieser Arbeit und weiterfihrende Daten der Arbeitsgruppe zeigen, dass
SIRT4 als mitochondriale SIRT-Isoform auch im Zytosol lokalisiert und in der Mitose
an den Spindelpolen/Zentrosomen zu finden ist [1]. Es interagiert mit GCP2, GCP3
und a-Tubulin. Dies bestatigen vorhergegangene massenspektrometische Daten
der Arbeitsgruppe [45]. Die Uberexpression von SIRT4 fiihrt zu einer verlangsamten
Progression durch die Mitose (siehe Abb. 18), letztlich einhergehend mit der bereits

beschriebenen antiproliferativen Wirkung von SIRT4 [74, 75]. Die in dieser Arbeit
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durchgefuhrten konfokal-mikroskopischen Zellzyklusanalysen (siehe Abb. 17) soll-
ten wiederholt und ebenfalls mit den generierten Zelllinienmodellen mit shRNA-ver-
mittelter GCP3-Depletion (siehe Abb. 16) durchgefuhrt werden. Letztere Punkte

konnten aufgrund der begrenzten Zeit nicht mehr durchgefihrt werden.

4.5 Arbeitsmodell und Ausblick

Das in Abb. 20 aufgeflhrte Arbeitsmodell bildet eine Basis fur weiterfuhrende Un-
tersuchungen im Hinblick auf die mitotische Lokalisation und Funktion von SIRT4
und die Interaktion mit Komponenten des mitotischen Spindelapparates. Die Basis
des Arbeitsmodells ist die GCP2/3 abhangige Rekrutierung von SIRT4 an die Mikro-
tubuli und damit an den mitotischen Spindelapparat. Durch die Interaktion von
SIRT4 mit HDAC6 an den Mikrotubuli kommt es zu erhdhten Proteinleveln von
HDACEG6. Diese Interaktion kdnnte durch eine vermehrte Deacetylierung von a-Tu-
bulin durch HDAC6 zu verminderter Stabilitat und Dynamik der Mikrotubuli kommen.
Insbesondere die folgenden Punkte waren anzugehen. Zunachst sollte in stabil
GCP3 shRNA exprimierenden Zellen die genaue mitotische Lokalisation von SIRT4
konfokalmikroskopisch analysiert werden. Mdglicherweise kommt es bei geringeren
Mengen an GCP3 zu einer veranderten mitotischen Lokalisation von SIRT4 an der
Spindel. So kdnnte ein erster mechanistischer Einblick in den Rekrutierungsmecha-
nismus von SIRT4 an die Spindel gewonnen werden. Im nachsten Schritt sollte mit
der in dieser Arbeit etablierten Mikrotubuli-Pulldown Methode die moglicherweise
reduzierte Interaktionsfahigkeit von SIRT4 mit Mikrotubuli nach GCP3-Depletion ge-
testet werden.

Auch sollten bereits vorhandene SIRT4-depletierte Zelllinienmodelle untersucht
werden, um insbesondere konfokalmikroskopisch zu Uberprifen und ggf. auszu-
schlie3en, dass SIRT4 die mitotische Lokalisation der y-TUSC Komponente GCP3
reguliert.

Schlief3lich sollte die quantitative Analyse des Einflusses erhdhter SIRT4-Protein-
mengen auf die Mitose und Zellproliferation expandiert und statistisch ausgewertet
werden. Hier liegen bereits weitere Befunde der Arbeitsgruppe vor [1] (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 20: Zusammenfassung und Arbeitsmodell einer méglichen GCP2/3-abhangigen Rekru-
tierung von SIRT4 an die (-) Enden der Mikrotubuli und somit an den mitotischen Spindelap-
parat. An den Mikrotubuli, hier an den (+)-Enden kdnnte SIRT4 Uber eine Interaktion mit HDAC6 und
Erhéhung dessen Proteinmengen eine vermehrte Deacetylierung von o-Tubulin und somit eine ver-
minderte Stabilitdt und Dynamik der mitotischen Mikrotubuli bewirken [1]. Weitere Erklarungen im
Text.
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