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NAD - Immer fir eine Uberraschung gut:
Lebensverldangerung, eine neue Funktion von NAD

NAD ist an vielen Stoffwechselreaktionen als Uber-
trager von Reduktionsdquivalenten beteiligt und
nimmt in der Nahrstoffoxidation eine zentrale Rolle
ein. Neben der Synthese des NAD sind Reaktionen
bekannt, die mit dessen Spaltung einhergehen, in
diesen tritt NAD nicht als Redoxpartner auf [1]. Eine
dieser Reaktionen ist die NAD-abhéngige Desacety-
lierung von Lysin in Histonen durch Sir2, einem
Protein aus S. cerevisiae, von dem sich in allen Rei-
chen des Lebens Homologe finden lassen. Fir die
Sir2-katalysierte Desacetylierung wurde gezeigt,
dass NAD unter Spaltung der N-C glykosidischen
Bindung Nicotinamid freisetzt und sich unter Auf-
nahme der von Lysin abgespaltenen Acetylgruppe
2'-O-Acetyl-ADP-Ribose (2-OAADPR) bildet. Die
Desacetylierung der Histone an ihren N-terminalen
Abschnitten (tails? hat eine Anderung des Chroma-
tins zur Folge, welches fir Enzyme wie Methyltrans-
ferasen, Polymerasen oder Nukleasen schwer zu-
ganglich ist. Gene in dieser Struktur werden nicht
exprimiert, man spricht daher von stillem Chroma-
tin. Sir2 konnte eine Bedeutung fir die Lebensdauer
von S. cerevisiae nachgewiesen werden; so erzeugt
eine Deletion von SIR2 kurzlebige, eine Duplikation
langlebige Hefestimme. Die Lebensdauer und damit
die Ursache des Alterns in Hefe kdnnen mit dem
Modell der ERC (,,external ring chromosomes*) er-
klart werden. Diese entstehen aus rDNA-
Wiederholungseinheiten durch Rekombination und
akkumulieren in alternder Hefe. Sir2 ist ein essen-
tieller Faktor fir das "Silencing™ dieser rDNA-
Einheiten, was seinen Einfluss auf die Lebensdauer
erklarbar macht. NAD ist fur das durch Sir2 vermit-
telte "'Silencing" essentiell, was zu der Annahme
fahrt, dass Sir2 zwischen dem metabolischen Status
der Zelle und der Kontrolle der Expression vermit-
telt und die Lebensdauer in Abhangigkeit der zuge-
fahrten Nahrstoffe regulieren kann. Diese Erkennt-
nisse lassen sich im Modell der *"Caloric Restriction™
(CR) zusammenfassen, das auf ganz unterschiedliche
Organismen anwendbar ist. Jedoch konnte der
Nachweis, dass Sir2-Homologe in den jeweiligen Or-
ganismen den Effekt der CR vermitteln, nicht er-
bracht werden. Dennoch scheinen Sirtuine Teil eines
konservierten Signalweges zu sein, der die Langle-
bigkeit unter Stress regulieren kann.

1) Altern

Die Bedeutung des Alterns erstreckt sich in al-
le Bereiche des Lebens. Das Altern selbst ist
ein komplexer Prozess der folgendermalien de-
finiert werden kann: ,,Allmahliche und gene-
relle Abnahme der Funktionskapazitat des Or-
ganismus, dies fuhrt zum Verlust der Fahig-

*Akarzungen: 2-OAADPR, 2'-O-Acetyl-ADP-Ribose; Ac-
K16 H4, an Lysin-16 acetyliertes Histon H4 oder histonanalo-
ges Peptid; CR, Caloric Restriction; ERC, External Ring
Chromosomes; H1-4, Histonprotein 1-4; hSIRT1-7, humane
Sirtuine 1-7; NAM, Nicotinsaureamid; Sir2/SIR2, Sir2-
Protein/Gen.

keit, adaptiv auf Stress reagieren zu kdnnen
und zu einem zunehmenden Risiko, an alters-
bezogenen Krankheiten zu leiden.** [2]

Meist zeigen Arten bestimmte Merkmale wenn
sie Altern, dennoch lassen sich allgemeine,
konservierte Merkmale feststellen, allen voran
den Tod des gealterten Individuums. Wichtig
bei der Untersuchung des Alterungsprozesses
ist die Abgrenzung von Krankheiten, die im
Alter gehaduft auftreten. Diese betreffen nur
einzelne Individuen einer Population, das Al-
tern betrifft aber alle Individuen einer Popula-
tion [3].

Es gibt eine Vielzahl von Theorien, die ver-
schiedene biologische oder biochemische Pro-
zesse als Ursache des Alterns annehmen (U-
bersicht: [4]) oder den Sinn des Alterns im
Hinblick auf evolutiondre Aspekte zu be-
schreiben versuchen [5]. Zu den Ursachen des
Alterns z&hlt man die Anh&ufung von defekten
oder durch Radikale geschéadigten Biomolekd-
len [4], die Schadigung des Erbguts oder den
Verlust von Reparatursystemen zur Aufrecht-
haltung der Integritadt des Erbgutes [4]. Auch
wurde die Verkirzung der Telomere [4] oder
der Verlust der Funktionskapazitat der Mito-
chondrien als Ursache des Alterns ins Auge
gefasst [6]. Daruber hinaus gibt es Theorien,
die viele der moglichen Ursachen gemeinsam
betrachten [4]. Man geht heutzutage davon
aus, dass der Alterungsprozess selbst keiner
Steuerung unterliegt, jedoch so genannte
Langlebigkeitsgene ("longevity genes") exis-
tieren, welche den natilrlichen Alterungspro-
zess unter bestimmten Bedingungen verlang-
samen konnen [7]. Auf den maoglichen Nutzen
dieser Verlangsamung wird spéter eingegan-
gen.

2) Altern in Hefe

Obwohl die Béckerhefe S. cerevisiae einen
einzelligen Organismus darstellt, ist ihr Ein-
satz als Modellorganismus fir die Altersfor-
schung weit verbreitet. Das liegt daran, dass
Handhabung und genetische Manipulierbarkeit
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einfach sind und die kurze Lebensspanne
schnell zu Ergebnissen fuhrt. S. cerevisiae teilt
sich asymmetrisch, was die Verwendung in
der Altersforschung tberhaupt erst rechtfertigt,
denn nach der Teilung, also der Abknospung
(budding) einer Tochterzelle kann noch zwi-
schen dieser und der Mutterzelle unterschieden
werden. Aufgrund dessen lasst sich die repli-
kative Lebensspanne der Mutterzelle verfol-
gen, wobei untersucht wird, nach wie vielen
Zellteilungen die Mutterzelle altert und stirbt.

Ein weiterer Modellorganismus ist der Roh-
renwurm C. elegans, dessen chronologische
Lebensspanne verfolgt werden kann. Auler-
dem werden Nager als Versuchstiere einge-
setzt. Auch Versuche mit Rhesusaffen wurden
begonnen, mit Ergebnissen kann hier jedoch
erst nach ca. 40 Jahren (der ungefdhren Le-
bensdauer der Affen) gerechnet werden [8-10].

Gealterte Hefezellen zeigen charakteristische
Merkmale: Die bei Abknospung der Tochter-
zellen zuriickbleibenden Narben (buds) akku-
mulieren (Abb. 1a). Anhand dieser lassen sich
Hefezellen nach ihrem Alter sortieren (Abb.
1b).

Abb. 1. (a) Alte Hefezellen mit erkennbaren Narben
(aus [7]). (b) Isolation alter Hefezellen: Biotinmarkie-
rung von Zellen, die Markierung wird auf Tochterzel-
len nicht Gbertragen. Inkubation von Zellsuspension
mit Avidin-bedeckten Eisenkugeln. Mit Hilfe eines
Magneten werden die an die Eisenkugeln gebunde-
nen gealterten Zellen abgetrennt [11; 12].

Dariiber hinaus vergroRert sich der Zellkdrper
und die Zellteilung wird zunehmend symmet-
risch, auch werden die Hefezellen steril und
der Nucleolus ist vergroRert und fragmentiert.

Ein Modell, das die Alterung von Hefe erkla-
ren kann, ist das Modell der &uf3eren Ring-
chromosomen ("External Ring Chromosomes",
ERC) [2; 13] (Abb. 3). Danach bilden sich
ringférmige Chromosomen durch Excision ei-
ner oder mehrerer rDNA-Wiederholungs-
einheiten (Abb. 2).
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Abb. 2. Organisation der rDNA-Einheiten in S. cerev-
siae. Das rDNA-Array besteht aus 9.1-kb-
Wiederholungseinheiten, in denen die 35S- und die
5S-Sequenzen der rDNA kodiert sind; sowie aus
zwei nicht-kodierenden Sequenzen NTS1 und NTS2.
In NTS2 befindet sich ein Startpunkt fiir die Replika-
tion (ARS) (aus [14]).

Die entsprechende Chromosomenregion be-
findet sich im Nucleolus, einem nukleéren
Kompartiment. Da jede rDNA-Wieder-
holungseinheit eine autonom replizierende Se-
qguenz (ARS) besitzt (Abb. 2), kénnen die ERC
in der Zelle selbststandig akkumulieren. Wie
diese jedoch zur Alterung und zum Tode der
Zelle fihren, ist nicht geklart. Vermutet wird,
dass die ERC dem Transkriptionsapparat es-
sentielle Faktoren entziehen und diesen da-
durch schwdachen oder stoppen [15]. Die
rDNA-Einheiten gehdren neben den Telome-
ren und den "mating type loci" zu den Regio-
nen des Hefegenoms, deren Expression (dau-
erhaft) unterdriickt wird, die also als groRten-
teils als stilles Chromatin vorliegen [2].

/ T
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rDMA repeats 15-20
divisions
Virgin cell Excision or Replication Nucleolar fragmentation
inheritance Recombination Relocalization of Sir proteins
of an ERC Asymmetrical segregation Death

Abb. 3. ERC-Modell fiir die Alterung in Hefe (aus [7; 16]).
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Die Chromatinstruktur ist hier gegenuber der
offenen  Form  verandert, was durch
posttranskriptionelle  Modifikationen  der
Histone bedingt wird. Hierbei werden vor al-
lem die N-terminalen Endstlicke (Schwanze,
"tails™) der Histone verschiedenen Modifikati-
onen unterzogen (Abb. 4).
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Abb. 4. Posttranslationale Histonmodifikationen. a:
Acetylierung, m: Methylierung, p: Phosphorylierung,
r: ADP-Ribosylierung (aus [17])

Die Modifizierung wird von verschiedenen
Enzymen katalysiert, wie Histonacetyltransfe-
rasen (HAT) und Histondesacetylasen
(HDAC) zur Acetylierung bzw. Desacetylie-
rung von Lysinresten der Histonschwénze.

Eine Gruppe von Histondesacetylasen zeichnet
sich durch einen besonderen Reaktionsmecha-
nismus aus: Die Desacetylierungsreaktion ist
NAD-abhéngig [18]. Der paradigmatische
Vertreter dieser Gruppe von NAD-abhangigen
Histondesacetylasen ist das Hefeprotein Sir2
(Abb. 5).
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Abb. 5. Funktion von Sir2 (modifiziert aus [19])
3) Sir2

Sir2 wurde eine Beteiligung an allen "Silen-
cing"-Prozessen in Hefe nachgewiesen [2]. An
den Telomeren und den "mating type loci"
liegt es dazu im Komplex mit Sir3 und Sir4
vor (Abb. 6), an der rDNA im Komplex mit
Netl und Cdc14 (Abb. 7) [20]. "Sir" steht da-
her fur “Silent information regulator” oder

auch fir "Sirtuin”. Sir2 ist unter den erwéhnten
Proteinen einzigartig, da es als einziges Prote-
in an allen "Silencing"-Prozessen teilnimmt
und in allen Reichen des Lebens Homologe zu
Sir2 existieren. Im Menschen wurden sieben
Homologe (hSIRT1-7) nachgewiesen [21].

Zu Beginn der Untersuchungen an Sir2 wurde
angenommen, dass dieses die ADP-
Ribosylierung von Histonen katalysiert [18].
Im weiteren Verlauf wurde jedoch gefunden,
dass Sir2 nicht die Ubertragung von ADP-
Ribose aus NAD auf das Histon, sondern die
Desacetylierung unter Beteiligung von NAD
und unter Bildung von 2'-O-Acetyl-ADP-
Ribose katalysiert [22]. Andere Nukleotide
oder NAD-verwandte Substanzen, wie z.B.
NADH konnen nicht als Substrat fir Sir2 wir-
ken [23] sondern allenfalls als Inhibitor (s.u.).

ADPR

Abb. 6. Assoziation von Sir2 mit anderen Proteinen
an Telomeren und mating type loci und Darstellung
der Desacetylierungsfunktion (aus [20]).

ADPR
dc14) dc14 T
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Abb. 7. Assoziation und Funktion von Sir2 an den
rDNA-Einheiten (aus [20]).

a) Reaktionsmechanismus

Tanny und Moazed zeigten 2001 die direkte
Beteiligung von NAD an der Desacetylie-
rungsreaktion [22]. Auch konnte die Sub-
stratspezifitdt von Sir2 genauer untersucht
werden. Im Folgenden sollen die durchgefiihr-
ten Untersuchungen dargestellt werden.

Zur Erforschung der durch Sir2 katalysierten
Reaktion durch Tanny und Moazed wurden
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verschieden radioaktiv markierte  NAD-
Molekile (Abb. 8) mit Sir2 inkubiert und die
Produkte chromatographisch getrennt.
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Abb. 8. Zum Studium des NAD-abh&ngigen Mecha-
nismus der Histondesacetylierung verwendete ra-
dioaktiv markierte NAD-Molekule [22]

Im ersten Versuch wurde [a-**PJNAD mit Sir2
und acetylierten Histonen inkubiert. Die Pro-
dukte wurden mittels Dunnschichtchroma-
tographie getrennt und autoradiographisch
nachgewiesen. Radioaktivitdt fand sich an
zwei Stellen des Chromatogramms, was auf
zwei phosphathaltige Produkte schlieBen lieR.
Eines der Produkte wurde als ADP-Ribose
identifiziert, das zweite Produkt wurde nicht
identifiziert. Die Sir2-Mutante G-H364Y, wel-
che keine "Silencing"-Aktivitat in vivo zeigt,
konnte im Test kein NAD abbauen, was auf
eine Kopplung der beiden Funktionen hin-
weist. Auch wurde kein NAD-Abbau festge-
stellt, wenn unacetylierte Histone eingesetzt
wurden.

Zur Untersuchung der Substratspezifitat wur-
den Sir2, [a-**P]NAD und synthetische Pepti-
de, deren Sequenz dem N-Terminus des
Histons H4 entsprechen, inkubiert. Die Peptide
waren nur an einem der Lysinreste 5, 8, 12
oder 16 acetyliert. Es zeigte sich, dass nur das
Peptid den NAD-Abbau stimulierte, dass an
Lysin 16 acetyliert war, also Ac-K16 H4 (Abb.
9
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Abb. 9. Stimulation der NAD-Spaltung durch N-
terminale Histonpeptide H4 in der dinnschicht-
chromatographischen Analyse mit anschlieBender
Autoradiographie (* markiert das unidentifizierte
Produkt)

Zur weiteren Untersuchung des noch nicht
identifizierten Produktes wurden Ac-K16 H4,
Sir2 und [carbonyl-*C]-NAD inkubiert. Die
Reaktionsprodukte wurden abermals mittels
Dunnschichtchromatographie getrennt (Abb.
10). Es konnten NAD und Nicotinamid nach-
gewiesen werden, was zeigt, dass die C-N-
Bindung des NAD zwischen Ribose und Nico-
tinamid bei der Reaktion gespalten wird. Das
bisher unbekannte Produkt ist daher wahr-
scheinlich ein ADP-Ribose-Derivat.
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Abb. 10. Autoradiogramm der dinnschichtchroma-
tographische Analyse der Spaltung von NAD durch
Sir2 und die Sir2-Mutante H364Y in Gegenwart von
acetyliertem Peptid Ac-K16 variierter Konzentration
(Keile). NADase spaltet die Bindung zwischen
Ribose und Nicotinamid und wurde zur Kontrolle
eingesetzt.

Zum letztendlichen Nachweis der Kopplung
von Desacetylierung und NAD-Abbau wurde
von Tanny und Moazed [22] ein Versuch ent-
wickelt, in dem sich beide Reaktionen gleich-
zeitig quantifizieren lassen. Dazu wurden die
Reaktionsansdtze nach der Inkubation zum
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Nachweis der Nucleotide mittels Anionen-
austauschchromatographie und zur Analyse
der Peptide mittels HPLC aufgetrennt. Im lo-
nenaustauch-Chromatogramm (nicht gezeigt)
konnte eine weitere Substanz neben NAD und
ADP-Ribose nachgewiesen werden, die prak-
tisch mit ADP-Ribose die Saule verlie. Die
unbekannte Substanz und ADP-Ribose konn-
ten dennoch unterschieden werden. Lag jedoch
unacetyliertes Peptidsubstrat vor, wurde aus-
schliellich NAD nachgewiesen. In der Peptid-
analyse mittels HPLC konnten acetyliertes und
desacetyliertes Peptid nachgewiesen werden.
Fehlte NAD im Testansatz, dann konnte nur
das acetylierte Peptid nachgewiesen werden.
Durch Variation der Zugabemengen und der
Inkubationsdauer konnte mittels Integration
der Gipfelflachen ein stochiometrisches Ver-
haltnis zwischen NAD-Abbau und Des-
acetylierung abgeleitet werden.

Eine weitere Untersuchung [22] sollte Ge-
wissheit Uber das Verhéltnis zwischen NAD-
Hydrolyse und Desacetylierung bringen. Theo-
retisch moglich ware die Kopplung der beiden
Reaktionen durch die Wirkung eines Substra-
tes als allosterischer Effektor auf die andere
Reaktion. In diesem Falle sollten die Reaktio-
nen mechanistisch unabhéngig voneinander
sein und durch Mutationen sollte nur eine der
beiden Aktivitaten gehemmt werden konnen.
Andererseits ist eine mechanistische Kopplung
der beiden Reaktionen moglich, was bedeuten
wirde, dass die Acetyl-Gruppe auf ein NAD-
Abbauprodukt tbertragen wird. Diese M&g-
lichkeit wurde Uberprift, indem [°H-
Acetyl]Histone und [°H-Acetyl]Peptide im
Test verwendet wurden. Hier zeigte sich, dass
die Radioaktivitat genau an der Stelle des nicht
identifizierten Produkts eluiert wird. Dieses ist
demzufolge ein phosphattragendes NAD-
Abbauprodukt, welches aufgrund der Ver-
suchsergebnisse als acetyl-tragendes ADP-
Ribose-Derivat identifiziert wurde. Weitere
Unterstutzung fur die Hypothese der gekoppel-
ten Reaktionen gewannen Tanny und Moazed
durch Versuche mit Sir2-Mutanten [22]. Bei
diesen konnten immer nur beide Reaktionen
ausgeschaltet werden, nicht aber die NAD-
Hydrolyse oder die Desacetylierung allein
(Abb. 10).

Unter Berlcksichtigung der Stabilitdt des
NAD-Derivats bei unterschiedlichen pH-
Werten stellten Tanny und Moazed zwei Reak-
tionsmechanismen mit den mdglichen ace-
tyltragenden NAD-Derivaten 1'-O-Acetyl-
ADP-Ribose (1-OAADPR) oder 2'-O-Acetyl-
ADP-Ribose (2-OAADPR) auf [22].

Nachdem das acetylierte NAD-Derivat mittels
NMR als 2-OAADPR identifiziert war, konnte
ein Reaktionsmechanismus formuliert werden
(Abb. 11) [24].
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Abb. 11. Mechanismus der Sir2-katalyiserten NAD-
abhangigen Histondesacetylierung. AcK, K: Acety-
lierter bzw. desacetylierter Lysinrest des Histon-
substrates; NAM: Nicotinamid; 2-OAADPR: 2'-O-
Acetyl-ADP-Ribose (nach: [24]).

In weiteren Untersuchungen wurde festge-
stellt, dass neben dem Lysinrest H4 K16 auch
die acetylierten Lysine K9 und K14 von H3
Substrate fir Sir2 darstellen [25].

b) Effektoren

Bei der Durchmusterung von Substanzbiblio-
theken wurden Substanzen als Effektoren fir
Sir2 identifiziert (Tabelle 1).

Tabelle 1. Effektoren von Sir2 (nach [26; 27])

Aktivatoren Inhibitoren
Quercetin Sirtinol
Picetannol Splitomycin

Resveratrol NADH, NAM
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Besonders hervorzuheben ist hier das Resve-
ratrol, das unter anderem in Rotwein vor-
kommt und fir dessen gesundheitsfordernde
Wirkung mitverantwortlich gemacht wird [28].

Auch NADH und Nicotinamid (NAM) sind
Inhibitoren der Sir2-Reaktion. Anhand von Li-
neweaver-Burk-Diagrammen lassen sich die
Mechanismen erkennen, nach denen NADH
und NAM die Reaktion hemmen. Aus Abb. 12
und 13 ist erkennbar, dass NADH einen kom-
petitiven Inhibitor und NAM einen unkompeti-
tiven Inhibitor flr die Sir2-katalysierte Reakti-
on darstellt.

die Chromatinstruktur durch Desacetylierung
(Abb. 6, Abb. 7). Der genaue Mechanismus
der Anderung der Chromatinstruktur ist ge-
genwartig noch Gegenstand von Forschung
und Diskussion [31].

Neben der Silencing-Funktion lasst sich eine
eindeutige Beziehung zwischen Sir2 und der
replikativen Lebensspanne von S. cerevisae
feststellen [32]: Liegt eine Duplikation des
Gens SIR2 vor, ist die replikative Lebensspan-
ne verlangert, liegt eine Deletion oder Mutati-
on von SIR2 vor, ist die Lebensspanne ver-
klrzt (Abb. 14).
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Abb. 12. Lineweaver-Burk-Diagramme zur Klarung
des Mechanismus der durch NADH erzeugten Hem-
mung der Sir2-Aktivitat (von Sir2, A und hSIRT1, B).
Als Peptidsubstrat lag [3H-AcetyI]Peptid (analog zum
N-Terminus des Histons H4) vor, die Geschwindig-
keit ist daher als im Beobachtungszeitraum freige-
setzte Radioaktivitat angegeben [29].
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Abb. 13. Lineweaver-Burk-Diagramm zur Kl&arung
des Mechanismus der durch Nicotinamid (NAM) er-
zeugten Hemmung der Sir2-Aktivitdt. Angabe der
Geschwindigkeit in relativen Fluoreszenzeinheiten
(Testbeschreibung siehe Referenz), als Substrat lag
acetyliertes Histon vor [30].

c) Wirkung von Sir2 in S. cerevisiae

Sir2 konnte als NAD-abhéngige Histondesace-
tylase identifiziert werden und tragt zum "Si-
lencing"” an allen betreffenden Chromosomen-
abschnitten bei. Zu diesem Zweck liegt es an
diesen in Proteinkomplexen vor und verandert

—1— Wild type {2.0% Glucoze)

—r— 22 (2,0% Glusase)

Viability {¥)

0 10 20 30 40 a0 &0 70 B0

Abb. 14. Verkiurzender Effekt der SIR2-Deletion auf
die replikative Lebensspanne (modifiziert, aus [33]).

Ausgehend vom ERC-Modell zur Alterung in
S. cerevisiae (Abb. 3) lasst sich der lebensver-
langernde Effekt durch Sir2 erkléren: Die
rDNA-Einheiten werden durch Sir2 in die
"stille” Form 0berfuhrt und damit kann der
Mechanismus, der zur Bildung der ERC fuhrt,
nicht wirken. Durch ein zusatzliches SIR2-Gen
wird das "Silencing” verstarkt, durch Deletion
oder Mutation wird das "Silencing™ verhindert
und die ERC-Bildung kann verstérkt stattfin-
den [34].

d) Sir2-Homologe

In einer Vielzahl von Organismen konnten
Homologe von Sir2 nachgewiesen werden
(Ubersicht: [21; 35]). S. cerevisiae und C. ele-
gans besitzen jeweils vier Homologe, Sauge-
tiere (auch der Mensch) sieben (SIRT1-7)
(Tabelle 2) [21]. Diese unterscheiden sich in
ihrer Funktion, Lokalisation und ihren Substra-
ten.
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Tabelle 2. Sir2-Homolge in verschiedenen Organis-
men (aus [21]).

Subcellular
Gene  localization Interactors  Targets Acticity
Sir2 (yeast)  Nucleolus RAPI Histone H3 Deacetylase
(K9) (K14)
Telomeres SIR4 H4 (K16)
Netl
CobB Acetyl-CoA- Deacetylase
synthetase
Archaeal Sir2 Alba Alba Deacetylase
ADP ribosyl
transferase
dSIR2 Nucleus Hairy Histone H4 Deacetylase
(Drosophila) (K5) (K8)
(K12) (K16)
SIRT1 Nucleus p53 Histone H3 Deacetylase
(Mammalia) PML bodies PML (K9 & 14)
PCAF/GCN5  H4 (K16)
CTIP2 p53 (K382)
HES1 TAFI68
PCAF/MyoD
SIRT2 Cytoplasm  HDAC6 Tubulin  Deacetylase
SIRT3  Mitochondria Deacetylase
SIRT4 not active
SIRT5 Deacetylase
SIRT6 not active
SIRT7 not active

Bisher wurden vor allem die humanen Sirtuine
1-3 untersucht. Es zeigte sich, dass diese in un-
terschiedlichen Zellkompartimenten zu finden
sind [21] (Abb. 15).

SIRT1 scheint &hnliche Funktionen zu erftllen
wie das Hefeprotein Sir2, da es im Zellkern
vorkommt und Histone desacetyliert. Dartber

hinaus katalysiert es die Desacetylierung wei-
terer im Kern vorhandener Proteine. Unter die-
sen sind p53, Transkriptionsfaktoren und
repressoren sowie die RNA-Polymerase-I-
Untereinheit Taf,68, welche an die TATA-Box
bindet [21]. SIRT1 scheint den Zellzyklus zu
beeinflussen, reguliert die Muskeldifferenzie-
rung und kann durch Desacetylierung von p53
den induzierten Zelltod nach DNA-
Schédigung unterbinden (s.u.) [21].

SIRT2 kommt im Cytoplasma vor, dort inter-
agiert es mit Tubulin und reguliert so eventuell
dessen Stabilitat und Funktion. Dartiber hinaus
wirkt es auf die Dauer der M-Phase des Zell-
zyklus [21].

SIRT3 findet sich in den Mitochondrien. Zum
Eintransport in diese enthélt SIRT3 eine Sig-
nalsequenz, welche in der mitochondrialen
Matrix durch eine Protease entfernt wird. Sub-
strate sind bisher nicht bekannt [21].

Ein direkter Einfluss auf die Lebensspanne o-
der den Alterungsprozess konnte im Hinblick
auf das ERC-Modell in anderen Organismen
als S. cerevisae nicht nachgewiesen werden.
Auch spielen in hoéher organisierten Lebewe-
sen weit mehr Faktoren eine Rolle als in Hefe.
So wird Langlebigkeit, z.B. durch "Caloric
Restriction” (CR), in C. elegans ber neurona-
le und humorale Signalwege reguliert [6; 15;
36].

Regulation
of myogenesis

Retinal
and cardiac
development?

Histones
Sirt1

Sirt1

C

T Cell
survival

Ac

-

Cellular

Mitochondrion
Cytoplasm

Nucleus

Abb. 15. Ubersicht:

Funktionen der humanen Sirtuine hSIRT1,2,3 (aus [21]).
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4) Requlation von Sir2

Seit langem ist bekannt, dass durch "Caloric
restriciton” (CR) die Lebensspanne diverser
Versuchsorganismen verléangert werden kann,
was ebenso fur Hefe wie flr S&ugetiere gilt. In
einem 0.5 %igen Glucosemedium wachsende
Hefe zeigt eine deutlich langere Lebensspanne
als eine in 2%igem Glucosemedium wachsen-
de (Abb. 16). Darlber hinaus konnte gezeigt
werden, dass dieser Effekt nicht auftritt, wenn
das Gen SIR2 deletiert oder mutiert wurde
[34].

—— Wild type (2.0% Glucozs)
—— Wild type (0.5% Glucoso)

—— =24 (2,0% Glucoss)

—{3— xir24(0,5% Ghacoge)

Viability (%4)

P 0.5% Glucose

40 50 ol 0 30

Abb. 16. Effekt von "Caloric restriction" auf S. cere-
visiae, Wildtyp sowie sir2A-Mutanten in 0.5% und 2%
Glucose (modifiziert, aus [33])

Die Wirkung der CR scheint daher von Sir2
abhangig zu sein, wobei sich die Frage stellt,
wie Sir2 durch CR aktiviert werden kann.
Hierfir wurden zwei Hypothesen entwickelt,
welche die oben erwahnten inhibitorischen Ef-
fekte von NAM und NADH berlcksichtigen
[29; 30]. Zuerst wurde angenommen, dass die
Aktivierung von Sir2 allein auf die Anderung
des Konzentrationsverhaltnisses [NAD] und
[NADH] zuriickgeht. Nunmehr ist jedoch ge-
zeigt worden, dass der NAD-Spiegel von He-
fen, die in 0.5 %iger oder 2%iger Glucose
wachsen, identisch ist, der NADH-Spiegel je-
doch bei Hefen in 0.5%iger Glucose absinkt
[29]. Da mit sinkendem NADH-Spiegel ein
Inhibitor fur Sir2 verloren geht, wird dieses
aktiver.

Eine zweite Hypothese fiir die lebensverlan-
gernde Wirkung von Sir2 basiert auf der Beo-
bachtung, dass bei CR das Enzym Pncl ver-
starkt exprimiert wird, das den Sir2-Inhibitor
NAM abbaut. Pncl hydrolysiert NAM zu

Nicotinsaure, wodurch die inhibierende Wir-
kung aufgehoben wird. Es wird vermutet, dass
das entsprechende Gen PNC1 durch CR und
andere Formen des Stresses induziert werden
kann (Abb. 17) [37].

Gilucose

Hazt
Nitragen Restriction boiprd

resiriction

Dsmotie
stress

Arming acid
restrictien

-
ol

HAD" — HNicotinemide — "‘:::‘"

rOMA stability
Longevity

Abb. 17. Mechanismus der CR in S. cerevisiae (aus
[37])

Im Hinblick auf den Nutzen der Wirkung von
Sir2 auf Altern und Langlebigkeit unter N&hr-
stoffrestriktion wurden von Kirkwood, Holli-
day und Masoro zwei evolutionsbezogene
Theorien aufgestellt (Ubersicht: [5]). Beide
Theorien basieren in ihren Grundziigen auf der
Annahme, dass einem Organismus nur ein be-
grenzter Energievorrat zur Verfligung steht
und er mit diesem nur eine begrenzte Zahl von
Aktivitaten, wie z.B. Wachstum, Reproduktion
oder die Reparatur defekter Zellbausteine, Zel-
len, Gewebe oder Organe gleichzeitig ausfih-
ren kann. Da alle diese Aktivitdten grole
Mengen an Energie bendtigen, missen viele
Aktivitdten zugunsten einer anderen vernach-
lassigt werden. Die Auswahl einer der Aktivi-
taten kann von Umweltfaktoren, wie z.B. dem
Nahrungsangebot, bestimmt sein. Folglich
kann der Organismus je nach Situation eine
erhdhte Reproduktionsrate aufweisen, aber
schneller altern, da keine Reparaturen vorge-
nommen werden koénnen. Umgekehrt kdnnen
bei Nahrungsmangel vor allem Wartung und
Reparatur vorherrschen, sodass die Alterung
verlangsamt wird und der Organismus sich
auch trotz seines Alters noch reproduzieren
kann. Der lebensverlangernde Effekt der CR
stellt dementsprechend einen biologischen




Martin Thunemann

Betreuer: Prof. B. Hamprecht

11.02.2005

NAD - Immer fur eine Uberraschung gut

Mechanismus dar, der erreichen soll, dass Re-
produktion nachgeholt werden kann, wenn die
Energiesituation dafiir glnstiger ist.

Diese Hypothesen wurden an Nagern geprift
[38]. Es konnte eine Verbindung zwischen CR
und der Aktivierung von SIRT1 hergestellt
werden. Die Autoren vermuten, dass die Akti-
vierung von Sirtuinen durch CR einen konser-
vierten Mechanismus der Stressantwort dar-
stellt, um Langlebigkeit sicherzustellen und
den Zelltod kritischer Zelltypen zu verhindern.
Dies soll durch die Aktivierung effektiver Re-
paratursysteme und die Wirkung auf Proteine
geschehen, welche die Apoptose steuern. Des-
halb verwundert es nicht, dass p53 ein Substrat
fir SIRT1 darstellt. Abb. 18 fasst die Ergeb-
nisse ausfihrlicher Untersuchungen hierzu zu-
sammen [39].

Acetylation

5 :/ Cell-cycle amrest
PE—

Senescence

\ Apoptosis

Cell-survival
decision?

Kas2
St
Stress

Metabolic staie —  [NADY] —-J

Cell-cycle amest

4‘ Senescence

Apoptosis

K382

Deacstylation

TRENDS in Cell Sioiogy

Abb. 18. Zelluldre Konsequenzen der Desacetylie-
rung von p53 durch SIRT1 (aus [39])

5) Ausblick

Die lebensverlangernde Wirkung von Sir2 ist
Gegenstand anhaltender Untersuchungen und
Diskussionen. So wurden mittlerweile Mecha-
nismen postuliert, in denen die lebensverlan-
gernden Effekte der CR auf Hefe ohne Sir2-
Beteiligung vermittelt werden [40]. Weitere
wichtige Aspekte durften sich aus der Erfor-
schung von Sir2-Homologen der Hefe und an-
derer Arten (Mensch) ergeben. In Hefen
scheint Sir2 eine zentrale Rolle bei der Be-
stimmung der Lebensspanne einzunehmen.
Inwieweit Sir2-Homologe jedoch auch in
komplexeren Organismen eine derartige Rolle
erflllen oder ob hier nicht eher tbergeordnete
Mechanismen die Lebensspanne beeinflussen,
bleibt zu untersuchen.

Auch ist die Rolle der bei der Sir2-Reaktion
entstenenden 2-OAADPR ungeklart. Bisher
wurde nur nachgewiesen, dass dieses nach der
Injektion die Reifung von Seestern-Oocyten
hemmt [41].
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