Charakterisierung und Rekonstitution des Mia40-Erv1-

Disulfidtransfersystems in Mitochondrien

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultit fiir Biologie

der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

vorgelegt von
Barbara Grumbt

aus

Neuried

Miinchen 2009



Ehrenwortliche Versicherung:

Diese Dissertation wurde selbstindig und ohne unerlaubte Hilfe angefertigt.

Miinchen, den

Unterschrift

Tag der miindlichen Priifung: 27. November 2009

1. Gutachter: Prof. Dr. Jiirgen Soll
2. Gutachter: Prof. Dr. Ute Vothknecht
Sondergutachter: Prof. Dr. Dr. Walter Neupert



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG
1.1 Mitochondrien
1.2  Proteinimport in Mitochondrien

1.3  Proteinimport in den Intermembranraum von Mitochondrien
1.3.1 Mia40, Importrezeptor fiir cysteinreiche Proteine im Intermembranraum
1.3.2  Ervl, eine Sulthydryloxidase im Intermembranraum
1.3.3 Substratproteine des Mia40/Erv1-Systems

14 Disulfidbriickenbildende Systeme
1.4.1 Proteinfaltung im Endoplasmatischen Retikulum
1.4.2 Bildung von Disulfidbriicken im Periplasma von Bakterien

1.4.3 Bildung von Disulfidbriicken im Intermembranraum von Mitochondrien

1.5  Zielsetzung der Arbeit

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Molekularbiologische Methoden
2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli
2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
2.1.3 Restriktionsverdau von DNS
2.1.4 Ligation
2.1.5 Reinigung und Analyse von DNS
2.1.5.1 Agarose-Gelelektrophorese von DNS
2.1.5.2 Elution von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen
2.1.5.3 Bestimmung der DNS-Konzentration
2.1.6 Transformation elektrokompetenter E.coli Zellen
2.1.6.1 Priparation elektrokompetenter E. coli Zellen
2.1.6.2 Transformation von E. coli Zellen durch Elektroporation
2.1.6.3 Verwendete E.coli Stimme
2.1.6.4 Verwendete Medien fiir die Anzucht von E.coli
2.1.7 Verwendete Plasmide
2.1.8 Klonierungsstrategien
2.1.9 Hefetransformation

2.1.10 Verwendete Hefestamme

13
14
16
19

21

22

22
22
22
23
23
24
24
24
24
24
24
25
25
25
26
27
29
29



2.2 Proteinbiochemische Methoden
2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
2.2.2  Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
2.2.3 Harnstoff-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
2.2.4 Coomassie-Fiarbung von Polyacrylamid-Gelen
2.2.5 Silberfarbung von Polyacrylamid-Gelen
2.2.6 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen (Westernblot)
2.2.7 Autoradiographie und Densitometrie
2.2.8 Synthese radioaktiv markierter Vorstufenproteine in vitro
2.2.8.1 Invitro Transkription
2.2.8.2 Invitro Translation
2.2.8.3 Transkription-Translation gekoppeltes System (TNT)
2.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration
2.2.10 Féllung von Proteinen mit Trichloressigsdure
2.2.11 Fillung von Proteinen mit Ammoniumsulfat
2.2.12 Expression und Reinigung von Mia40 und Cysteinvarianten von Mia40
2.2.13 Expression und Reinigung von Tim10
2.2.14 Expression und Reinigung von Ervl
2.2.15 Expression und Reinigung von Hot13

2.2.16 Proteinmodifikation mit 4-Acetamido-4’-Maleimidylstilbene-2,2’- disulfonsdure
(AMS)

2.2.17 Erzeugung verschiedener Redoxzustinde gereinigter Proteine

2.3 Methoden der Zellbiologie
2.3.1 Kultivierung von S. cerevisiae
2.3.2 Gewinnung von Gesamtzellprotein aus S. cerevisiae
2.3.3 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae
2.3.4 Proteinimport in isolierte Mitochondrien
2.3.5 Priparation von Mitoplasten
2.3.6 Carbonatextraktion

2.4  Immunologische Methoden
2.4.1 Antikorpernachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen

2.4.2 Immunprizipitation

2.5 Geriite

3 ERGEBNISSE

3.1 Identifizierung von Erv1 als Substrat des Mia40/Erv1-Systems

30
30
30
31
31
31
32
32
33
33
33
33
34
34
34
35
35
36
37

37
37

38
38
39
39
40
40
40

41
41
41

42

43

43

i



3.1.1 Ervl-Vorstufenprotein wird in den IMR von isolierten Mitochondrien transportiert
3.1.2 Ervl wird iiber den TOM-Komplex importiert

3.1.3 Der Import von Ervl ist nicht abhéngig vom TIM23-Komplex

3.1.4 Der Import von Ervl ist abhdngig von Mia40

3.1.5 Freie Thiolgruppen im Erv1-Vorstufenprotein sind notwendig fiir den Import
3.1.6 Importiertes Erv1 interagiert mit Mia40 iiber Disulfidbriicken

3.1.7 Die Anordnung der Cysteinreste in einem doppelten CX,C-Motiv ist fiir den
Import von Erv1 nicht erforderlich

3.2  Charakterisierung des Redoxzustandes von Mia40
3.2.1 Die hochkonservierte C-terminale Doméne von Mia40 ist funktionell
3.2.2  Reinigung von Mia40C
3.2.3 Biochemische Charakterisierung von Mia40C

3.2.4 Mia40 enthilt drei Disulfidbriicken mit unterschiedlicher Sensitivitit gegeniiber
DTT

3.2.5 Die Cysteinreste des CPC-Segments bilden eine redoxsensitive Disulfidbriicke
3.2.6 Die Disulfidbriicken im twin CXy9C-Motiv stabilisieren Mia40

3.3  Rekonstitution des Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystems
3.3.1 Oxidation von Mia40 durch Ervl
3.3.1.1 Mia40 wird durch die Thioloxidase Erv1 oxidiert
3.3.1.2 Zink inhibiert die Oxidation von Mia40 durch Ervl

3.3.1.3 Hotl3 hebt den inhibierenden Effekt von Zink auf die Oxidation von
Mia40 auf

3.3.1.4 Die ersten beiden Cysteinreste in Mia40 sind essentiell fiir den Disulfid-
briickentransfer von Erv1 auf Mia40

3.3.1.5 Mia40 interagiert iiber den zweiten Cysteinrest des CPC-Segments mit Erv1
3.3.2  Oxidation von Substratproteinen durch das Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystem
3.3.2.1 Mia40C-C1,2S wird von Mia40 oxidiert

3.3.2.2 Das Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystem oxidiert Tim10, ein Substrat mit
twin CX3C-Motiv

3.3.2.3 Die redoxsensitive Disulfidbriicke in Mia40 ist essentiell fiir die Oxidation
von Tim10

4 DISKUSSION
4.1 Ervl, ein untypisches Substrat des Mia40/Erv1-Systems

4.2  Redoxzustinde von Mia40
4.2.1 Mia40 enthilt eine katalytische redoxsensitive Disulfidbriicke
4.2.2 Miad0 wird durch Disulfidbriicken des twin CXyC-Motivs stabilisiert

43
45
46
47
49
50

52

54
54
55
57

59
62
64

66
66
66
68

69

70
72
74
74

77

79

81
81

83
84
85

11



4.3

43.1

Rekonstitution des Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystems
Miad40 ist ein Substrat von Ervl

4.3.2 Mia40 oxidiert Substratproteine mit twin CXoC- und CX3C-Motiven

44
4.5
4.6
4.7

4.8

Biogenese von Mia4(

Einfluss von Metallionen auf das Mia40/Erv1-System
Hot13 erleichtert die Reoxidation von Mia40

Modell des Mia40/Erv1-Systems

Vergleich zu anderen Systemen der oxidativen Proteinfaltung

5 ZUSAMMENFASSUNG

6 LITERATURVERZEICHNIS

7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

DANKSAGUNG

CURRICULUM VITAE

87
87
88

90
91
92
93

97

98

100

114

117

118

v



Abbildungsverzeichnis

1.1
1.2
1.3
1.4

3.1
32
33
34
3.5
3.6

3.7

3.8

39

3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17

3.18

3.19
3.20
3.21
322

4.1
4.2
4.3

Struktureller Aufbau von Mia40
Struktureller Aufbau von Erv1 und Erv2 aus S.cerevisiae
Systeme der oxidativen Proteinfaltung

Modell der Disulfidbriickenbildung im Intermembranraum

Import von radioaktiv markiertem Erv1 in isolierte Mitochondrien
Ervl wird iiber den TOM-Komplex importiert

Erv1 wird nicht iiber den TIM23-Komplex importiert

Ervl wird abhédngig von Mia40 importiert

Modifikation freier Thiolgruppen blockiert den Import von Ervl

Die Bildung intermolekularer Disulfidbriicken mit Mia40 ist wichtig fiir den
Import von Ervl

Der Import von Erv1 erfordert kein doppeltes CX,C-Motiv
Strukturmodell von Mia40

Reinigung von Mia40C

Rekombinantes Mia40C ist gefaltet

Mia40C enthilt unterschiedlich stabile Disulfidbriicken
Darstellung der Disulfidbriickenanordnung in Mia40C
Mia40C-C1,2S enthilt keine redoxsensitive Disulfidbriicke
Einfluf der Disulfidbriicken auf die Stabilitit von Mia40C
Reduziertes Mia40C wird durch Erv1 oxidiert

Zink iibt einen inhibierenden Effekt auf die Oxidation von Mia40 durch Erv1 aus

Hot 13 vereinfacht die Oxidation von Mia40 durch Erv1 in Anwesenheit von
Zinkionen

Beide Cysteinreste des CPC-Segments in Mia40 sind fiir die Oxidation durch Ervl

erforderlich

Der zweite Cysteinrest in Mia40C ist essentiell fiir die Interaktion mit Erv1
Das Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystem oxidiert Mia40C-C1,2S

Tim10 wird durch das Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystem oxidiert

Die ersten beiden Cysteinreste in Mia40 sind notwendig fiir die Oxidation von Tim10

Schematische Darstellung der oxidierten und partiell reduzierten Form von Mia40

Schematische Darstellung der oxidierten und vollsténdig reduzierten Form von Mia40

Modell des Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystems

10
18
20

44
45
47
48
49

51
53
55
56
58
61
62
63
65
67
68

70

71
73
76
78
79

85
86
96



Tabellenverzeichnis

1.1
2.1
2.2

Bekannte Substratproteine des Mia4(0/Erv1-Systems
Verwendete Plasmide

Verwendete Hefestimme

13
26
29

vi



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mitochondrien

Mitochondrien sind von einer Doppelmembran umschlossene Organellen eukaryotischer Zellen.
Die beiden Membranen trennen zwei wissrige Kompartimente: zwischen duflerer und innerer
Membran befindet sich der Intermembranraum (IMR); die innere Membran umschliefft die
mitochondriale Matrix. Mitochondrien iibernehmen eine Vielzahl wichtiger Aufgaben, die
essentiell fiir die eukaryotische Zelle sind. Eine zentrale Rolle spielen sie bei der
Energieversorgung des Organismus: iiber die Atmungskette in der inneren Membran wird durch
oxidative Phosphorylierung ATP gebildet. Auch andere iiberlebenswichtige zelluldre Prozesse,
wie die Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern (Muhlenhoff und Lill, 2000), Fettsdureoxidation
oder Regulation der Kalziumhomoostase finden in den verschiedenen Kompartimenten der
Mitochondrien statt. Andererseits sind Mitochondrien ebenso an der Induktion des kontrollierten
Zelltods, der Apoptose, beteiligt. Durch die Freisetzung von Proteinen wie Cytochrom ¢, dem
Apoptose induzierenden Faktor (AIF) oder Smac/DIABLO aus dem Intermembranraum in das
Zytosol werden weitere Schritte der Apoptose ausgeldst (Du et al., 2000; Liu et al., 1996; Susin
et al., 1999; Verhagen et al., 2000).

Evolutiondr gehen Mitochondrien vermutlich auf die Endosymbiose aerober a-Proteobakterien
mit anaeroben Vorlduferzellen zuriick (Margulis, 1970). Verschiedene Aspekte des
mitochondrialen Aufbaus sprechen fiir die Endosymbiontentheorie. So sind Mitochondrien von
zwel Membranen umschlossen, wobei die innere Membran in ihrer Zusammensetzung, mit einem
hohen Anteil an Cardiolipin der Membran von Bakterien dhnelt. Die mitochondriale Matrix
enthilt ein zirkuldres Genom und einen eigenen Proteinsyntheseapparat, welche beide ebenfalls
Gemeinsamkeiten zu den entsprechenden bakteriellen Strukturen aufweisen. Das mitochondriale
Genom kodiert allerdings nur noch etwa 1% der mitochondrialen Proteine (Borst und Grivell,
1978). Der GroBteil der genetischen Information wurde im Laufe der Evolution in die nukleédre

DNS der Wirtszelle integriert, wodurch Mitochondrien von ihrer Wirtszelle abhéngig wurden.
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1.2 Proteinimport in Mitochondrien

Mitochondriale Proteine, die im Zellkern kodiert und an zytosolischen Ribosomen synthetisiert
werden, miissen anschlieBend in die verschiedenen Subkompartimente der Mitochondrien
transportiert werden, um dort ihre Funktion erfiillen zu kénnen. Die Proteine enthalten dazu
unterschiedliche spezifische Signalsequenzen, die kennzeichnen, zu welchem Zielkompartment
das jeweilige Protein gebracht werden soll. Der Grofteil mitochondrialer Proteine besitzt eine N-
terminale Signalsequenz, die charakterisiert ist durch einen hohen Anteil positiv geladener
Aminosiurereste, welche eine amphipathische Helix ausbilden (Roise et al., 1988; Von Heijne,
1986). Nach Erreichen der Matrix wird diese meistens durch die mitochondriale
Prozessierungspeptidase (MPP) abgespalten (Gakh et al., 2002). Eine Fusion der N-terminalen
Signalsequenz an Proteine, die nicht mitochondrial lokalisiert sind, fithrt zum spezifischen Import des
Fusionsproteins in Mitochondrien (Horwich et al., 1985; Hurt et al., 1984). Neben diesen N-
terminalen Signalsequenzen gibt es weitere Sortierungssignale innerhalb eines Proteins, die
jedoch nicht prozessiert werden und weniger gut charakterisiert sind.

Mitochondrien verfiigen iiber spezifische Importmaschinerien, welche die Sortierungssignale
erkennen und die Proteine zu ihrem Bestimmungsort transportieren. Die komplexe
Zusammensetzung dieser Maschinerien, sowie die dem mitochondrialen Proteintransport
zugrunde liegenden Mechanismen wurden vor allem in N. crassa und S. cerevisiae studiert
(Neupert, 1997; Pfanner et al., 1997).

In Mitochondrien sind bisher sechs Translokationskomplexe bekannt, die den Import und die
Sortierung von Proteinen vermitteln: in der duleren Membran der TOM- und TOB-Komplex, in
der inneren Membran der TIM23-, TIM22-und OXA1-Komplex sowie im Intermembranraum
das Mia40/Erv1-System (zur Ubersicht Mokranjac und Neupert, 2009).

Fast alle Proteine werden zunidchst durch den TOM-Komplex (translocase of the outer
membrane) iiber die AuBenmembran transportiert, um zu einem der vier moglichen
Zielkompartimente — der &dulleren oder inneren Membran, der Matrix sowie dem
Intermembranraum — zu gelangen. Der TOM-Komplex besteht aus dem essentiellen B-Barrel
Protein Tom40, den Rezeptoren Tom20, Tom70 und Tom22, sowie den kleinen Untereinheiten
Tom5, Tom6 und Tom7. Mehrere Molekiile von Tom40 bilden zwei bis drei Poren in der
AuBenmembran mit einem Porendurchmesser von etwa 22 A (Hill et al., 1998; Kunkele et al.,
1998). Diese GroBe reicht aus, um bis zu zwei o-helikale Segmente hindurch zu lassen, wihrend

gefaltete Dominen nicht durch die Pore gelangen konnen. Neusynthetisierte Proteine werden im
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Zytosol durch molekulare Chaperone in einer importfdhigen Konformation gehalten, bevor sie
von Rezeptoren des TOM-Komplexes gebunden werden. Tom20 erkennt vor allem N-terminale-,
Tom70 interne Sortierungssignale (Brix et al.,, 1997). Von diesen sogenannten cis-
Bindungsstellen wird das Protein an trans-Bindungsstellen auf der dem Intermembranraum
zugewandten Seite des TOM-Komplexes weitergeleitet. Die Affinitét fiir das importierte Protein
ist an der trans-Bindungsstelle hoher als an der cis-Bindungsstelle (Mayer et al., 1995; Rapaport
et al., 1998b; Stan et al., 2000), wobei ionische und hydrophobe Wechselwirkungen wichtig sind.
Diese zunehmenden Bindungsaffinititen verschiedener Untereinheiten des TOM-Komplexes
scheinen die notige Triebkraft fiir die vektorielle Translokation der Proteine vom Zytosol in den
Intermembranraum zu vermitteln (Komiya et al., 1998; Rapaport et al., 1998a). Die Translokation
in den IMR erfolgt unabhingig von ATP-Verbrauch und dem Membranpotential an der
Innenmembran.

Der TOM-Komplex vermittelt nicht nur den Transport von Proteinen iiber die dullere Membran
in den Intermembranraum, sondern auch die Insertion von Membranproteinen in die dulere
Membran. Fiir die Insertion von sogenannten [B-Barrel-Proteinen wird zusitztlich der TOB-
Komplex (topogenesis of outer membrane [-barrel proteins) benotigt, der sich ebenfalls in der
duBeren Membran befindet. Hauptkomponente des TOB-Komplexes ist das essentielle -Barrel-
Protein Tob55, welches mit den peripheren Membranproteinen Tob38 und Mas37 interagiert
(Ishikawa et al., 2004; Waizenegger et al., 2004; Wiedemann et al., 2003). Als vierte Untereinheit
wurde Mdml10 identifiziert, welches auch an der Aufrechterhaltung der Morphologie von
Mitochondrien beteiligt ist (Meisinger et al., 2004). Mitochondriale -Barrel-Proteine werden
zunichst von den Rezeptoren Tom20 und Tom70 erkannt und iiber den TOM-Komplex in den
Intermembranraum transferiert (Krimmer et al., 2001; Model et al., 2001; Rapaport, 2002;
Rapaport und Neupert, 1999). Dort interagieren sie mit den kleinen Tim-Proteinkomplexen
(Hoppins und Nargang, 2004; Wiedemann et al., 2004) und gelangen zum TOB-Komplex. Import
und Assemblierung der [-Barrel-Proteine scheinen unabhingig von ATP-Verbrauch zu

verlaufen, allerdings ist noch wenig iiber die einzelnen Schritte dieses Importweges bekannt.

In der Innenmembran befinden sich zwei Translokasekomplexe, die fiir den Import iiber und in
die Innenmembran zustindig sind. Der TIM23-Komplex (translocase of the inner membrane)
ermoglicht den Transport von Proteinen mit N-terminalen Sortierungssignalen entweder in die

Matrix oder direkt in die Innenmembran, wenn dem Sortierungssignal ein hydrophobes Segment
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folgt (Glick et al., 1992a). Der rezeptor- und kanalbildende Teil des TIM23-Komplexes besteht
aus dem Membranprotein Tim23 (Truscott et al., 2001) und dem phylogenetisch verwandten
Tim17, sowie dem Rezeptorprotein Tim50. Proteine mit N-terminalem Sortierungssignal
assoziieren nach dem Eintritt in den Intermembranraum mit Tim50, welches sie dann an Tim23
weiterleitet (Geissler et al., 2002; Mokranjac et al., 2003; Yamamoto et al., 2002). Als Triebkraft
fiir den Transport des positiv geladenen Sortierungssignals durch die Pore des Komplexes dient
das Membranpotential (Krayl et al., 2007; Martin et al., 1991). Fiir die vollstindige Translokation
in die Matrix ist zusétzlich die treibende Kraft des ATP-abhingigen Importmotors notwendig.
Zentrale Komponente des Importmotors ist das mitochondriale Hsp70-Chaperon, welches unter
Hydrolyse von ATP, an der Matrixseite der Pore ankommende Proteine bindet (Manning-Krieg
et al., 1991; Neupert und Brunner, 2002).

Polytope Innenmembranproteine mit mehreren hydrophoben Segmenten werden iiber den
TIM22-Komplex in die Membran integriert. Proteine, die diesen Importweg benutzen, wie
Carrier-Proteine, Tim17, Tim23 oder Tim22, besitzen interne Signalsequenzen, die jedoch nur
wenig charakterisiert sind. Im Intermembranraum binden hexamere Komplexe aus Tim9 und
Tim10 oder aus Tim8 und Tim13 an die aus dem TOM-Komplex austretenden Proteine. Ahnlich
wie Chaperone verhindern sie dadurch die Aggregation der sehr hydrophoben Proteine und leiten
sie weiter zum TIM22-Komplex (Curran et al., 2002b; Vial et al., 2002). Uber Tim22, welches
den Insertionskanal in der inneren Membran bildet, werden die Proteine in Abhingigkeit vom
Membranpotential in die Innenmembran inseriert (Rehling et al., 2003; Sirrenberg et al., 1996).
Eine Gruppe von Innenmembranproteinen wird von der Matrixseite aus iiber den
homooligomeren OXA1-Komplex (oxidase assembly) in die Innenmembran inseriert (Hell et al.,
2001). Zu den Substratproteinen dieses Importweges gehoren sowohl kernkodierte, als auch
mitochondrial kodierte Proteine wie z. B Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe (Hell et al.,
1997). Kernkodierte Proteine werden nach ithrem TIM23-abhingigen Import in die Matrix durch
Oxal in einem membranpotentialabhingigen Exportschritt in die Innenmembran integriert. Oxal
durchspannt die Innenmembran fiinfmal und besitzt eine C-terminale a-helikale Domiéne, die in
die Matrix ragt (Herrmann et al., 1997). Diese Domine bindet mitochondriale Ribosomen,
wodurch eine kotranslationale Integration von mitochondrial kodierten Membranproteinen

ermoglicht wird (Jia et al., 2003; Szyrach et al., 2003).
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1.3 Proteinimport in den Intermembranraum von Mitochondrien

Alle Proteine des Intermembranraums werden im Zytosol synthetisiert und passieren die dullere
Membran durch den TOM-Komplex. Basierend auf Unterschieden hinsichtlich ihrer
Sortierungsignale, strukturellen Merkmale und Energieanforderungen wihrend des Imports
konnen IMR-Proteine verschiedenen Gruppen zugeordnet werden (Herrmann und Hell, 2005).
Proteine der ersten Gruppe tragen typische N-terminale Sortierungssignale, gefolgt von einem
hydrophoben Segment. Der Import dieser Proteine verbraucht ATP und ist abhingig vom
Membranpotential iiber der Innenmembran. Das N-terminale Sortierungssignal leitet die Proteine
zum TIM23-Komplex, wihrend das hydrophobe Segment nach dem ,,Stop-transfer*-Modell die
laterale Insertion der Proteine in die Innenmembran veranlasst (Neupert, 1997). Die laterale
Bewegung dieses Abschnitts in die Innenmembran fithrt dann vermutlich zur vollstindigen
Translokation der Proteine durch den TOM-Komplex (Esaki et al., 1999). Das N-terminale
Sortierungssignal wird in einem ersten Prozessierungsschritt durch MPP entfernt. Entweder
verbleiben die Proteine durch das hydrophobe Segment in der Innenmembran verankert oder es
kann durch eine zweite proteolytische Spaltung zur Freisetzung der Proteine in den IMR
kommen. Der Import von IMR-Proteinen mit solchen zweigeteilten Sortierungssignalen wurde
vor allem am Beispiel des Cytochrom b, studiert (Glick et al., 1992b; Hartl et al., 1987). Weitere
Proteine, die dieser Gruppe zugeordnet werden konnen, sind die Cytochrom c¢ Peroxidase
(Michaelis et al., 2005), das Morphologieprotein Mgml (Herlan et al., 2004) und einige
proapoptotische Proteine wie Smac/DIABLO (Burri et al., 2005) und AIF (Susin et al., 1999).
Eine zweite Gruppe von Proteinen besitzt keine klassischen Sortierungssignale und wird
unabhéngig vom TIM23-Komplex in den IMR transportiert. Der Importprozess dieser Proteine
erfordert weder mitochondriales ATP noch das Membranpotential. Bei einigen der Proteine wird
die notwendige Energie fiir ihre vektorielle Translokation durch die permanente Assoziation an
Bindungsstellen der Innen- oder Aulenmembran im IMR zur Verfiigung gestellt. Gut studierte
Beispiele hierfiir sind die Himlyasen (Diekert et al., 1999; Steiner et al., 1995).

Andere Proteine dieser Gruppe kommen dagegen l6slich im IMR vor und besitzen ein relativ
geringes Molekulargewicht. In diesem Fall fiihrt wahrscheinlich die Faltung der Proteine zum
stindigen Verbleib im IMR (,folding trap“-Mechanismus; Lutz et al., 2003). Ungefaltete
Polypeptide passieren die AuBenmembran durch die Pore des TOM-Komplexes, konnen
allerdings in diesem Zustand vom IMR zuriick ins Zytosol diffundieren. Erst die transiente

Bindung an substratspezifische Rezeptorproteine im IMR und die Uberfiihrung in eine gefaltete
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Konformation fiihrt zur Nettotranslokation der Proteine in den IMR. Einige dieser Proteine wie
z.B. Cytochrom ¢ bendtigen zur Faltung Kofaktoren. Apocytochrom c interagiert im IMR mit der
Cytochrom ¢ Himlyase (CCHL), welche mit der inneren Membran assoziiert ist. CCHL
transferiert eine Hiamgruppe auf Cytochrom ¢, wodurch dessen Faltung und Freisetzung als
Holocytochrom c¢ induziert wird (Dumont et al., 1991; Dumont et al., 1988; Nargang et al., 1988).
Weitere Proteine dieser Gruppe sind gekennzeichnet durch konservierte Cysteinreste, angeordnet
in twin CX3C- oder twin CXy9C-Motiven. Die Faltung dieser Proteine wird durch die Ausbildung
von Disulfidbriicken induziert. Diese Proteine benutzen fiir ihren Import das kiirzlich
identifizierte Mia40/Erv1-System, das neben dem redoxregulierten Importrezeptor Mia40 die
Sulfhydryloxidase Erv1 erfordert (Chacinska et al., 2004; Mesecke et al., 2005; Naoe et al., 2004;
Terziyska et al., 2005). In den folgenden Kapiteln werden diese beiden essentiellen Komponenten

naher beschrieben.

1.3.1 Mia40, Importrezeptor fiir cysteinreiche Proteine im Intermembranraum

Die essentielle Bedeutung von Mia40 (mitochondrial intermembrane space import and assembly)
fir das Uberleben der Zelle zeigt sich durch die Anwesenheit von Homologen in fast allen
Eukaryoten von Pilzen iiber Pflanzen bis hin zum Menschen. Die Depletion von Mia40 in
Hefezellen hemmt selektiv den Import von IMR-Proteinen mit konservierten Cysteinresten, wie
den der kleinen Tim-Proteine, Cox17 und Cox19, und fiihrt folglich zu verminderten endogenen
Mengen dieser Proteine in Mitochondrien (Chacinska et al., 2004; Naoe et al., 2004; Terziyska et
al., 2005). Die Uberexpression von Mia40 resultiert dagegen in gesteigerten Importraten der
Proteine in Mitochondrien (Terziyska et al., 2005).

Es konnte gezeigt werden, dass Mia40 wihrend des Importprozesses mit Substratproteinen iiber
Disulfidbriicken interagiert (Chacinska et al., 2004; Mesecke et al., 2005). In Gegenwart starker
Reduktionsmittel wird die Ausbildung dieser Disulfidintermediate zwischen Mia40 und
Substratproteinen verhindert, wodurch der Import der Proteine inhibiert wird (Chacinska et al.,
2004; Mesecke et al., 2005). Das bedeutet, dass die Bildung der Disulfidintermediate ein
notwendiger Schritt in der Biogenese dieser IMR-Proteine ist. Mia40 scheint eine
Rezeptorfunktion fiir seine Substratproteine auszuiiben, nachdem sie iiber den TOM-Komplex

transportiert worden sind.
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In Pilzen werden die Mia40 Homologe mit mitochondrialem Sortierungssignal, gefolgt von
einem hydrophoben Transmembransegment synthetisiert. Sie werden ATP- und
membranpotentialabhéingig iiber den TOM- und TIM23-Komplex importiert und mit dem
hydrophoben Segment in der Innenmembran verankert, wihrend sich der grofite Teil der Proteine
im IMR befindet (Naoe et al., 2004; Terziyska et al., 2005). Die Membranbindung ist allerdings
nicht essentiell fiir die Funktion von Mia40. Es konnte gezeigt werden, dass die IMR-Domine die
Deletion von Mia40 in Hefezellen komplementiert, wenn sie in den IMR importiert wird (Naoe et
al.,, 2004). Im Laufe der Evolution scheint die funktionelle Relevanz der Membranbindung
verloren gegangen zu sein. Homologen von Mia40 in hoheren Eukaryoten fehlt sowohl das
mitochondriale Sortierungssignal als auch das Transmembransegment (Hofmann et al., 2005).
Sie werden als 16sliche Proteine des IMR exprimiert. Trotz des fehlenden Proteinabschnittes kann
humanes Mia40 das homologe Protein in Hefezellen funktionell ersetzen (Chacinska et al., 2008).
Allen Homologen gemeinsam ist eine hochkonservierte C-terminale Doméne von etwa sechzig
Aminosidureresten, welche sechs invariante Cysteinreste enthilt. Diese Cysteinreste sind in einem
CPC-CXoC-CXyC-Muster angeordnet (Abbildung 1.1). Die Funktion der einzelnen Cysteinreste
war zu Beginn dieser Arbeit nicht bekannt, allerdings wurde der Austausch des ersten, zweiten
oder dritten Paares gegen Serinreste als letal fiir Hefezellen beschrieben (Naoe et al., 2004). Es
wurde beobachtet, dass Mia40 in Mitochondrien verschiedene Redoxzustinde annehmen kann,
was vermuten 1d6t, dass die Cysteinreste in Mia40 an Redoxreaktionen beteiligt sind (Hofmann et
al., 2005; Mesecke et al., 2005). Mia40 liegt vor allem in einer oxidierten Form vor, welche
durch Reduktionsmittel in eine reduzierte Form {iiberfiihrt werden kann (Mesecke et al., 2005).
Der Redoxzustand von Mia40 scheint eine wichtige Rolle fiir den Import der Substratproteine zu

spielen.
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" yaYavar—ki'} CPC...CXyC...CXoC G Pilze
N CPC...CXoC...CXsC ¢ Tiere
Pflanzen

Abbildung 1.1 Struktureller Aufbau von Mia40

Matrix IM IMR

In Pilzen ist Mia40 iiber ein hydrophobes Transmembransegment (TM) in der Innenmembran
(IM) von Mitochondrien verankert und enthélt ein N-terminales Sortierungssignal, das von der
mitochondrialen Prozessierungspeptidase abgespalten wird (durch Pfeil angezeigt). In hoheren
Eukaryoten werden Mia40 Homologe als kiirzere, 16sliche Proteine des Intermembranraums
(IMR) exprimiert. Allen Homologen gemeinsam ist eine hochkonservierte C-terminale Doméne,

welche sechs invariante Cysteinreste enthélt (graues Oval).

1.3.2 Ervl, eine Sulfhydryloxidase im Intermembranraum

Vor kurzem wurde die Sulfhydryloxidase Erv1 (essential for respiration and vegetative growth)
als zweite essentielle Komponente des Mia40/Erv1-Systems identifiziert. Wurde Ervl in
Hefezellen herunter reguliert, fithrte dies zu verminderten Mengen solcher Proteine im IMR von
Mitochondrien, die abhingig von Mia40 importiert werden, wie die kleinen Tim-Proteine und
Cox17 (Allen et al., 2005; Mesecke et al., 2005; Rissler et al., 2005). Die reduzierten endogenen
Mengen dieser Proteine sind Folge eines verminderten Imports der Proteine in Mitochondrien.
Dariiber hinaus ist in einer temperatursensitiven Mutante von Ervl die Assemblierung der
kleinen Tim-Proteine betroffen (Rissler et al., 2005).

Neben diesen Defekten zeigen Zellen ohne funktionelles Ervl ein vermindertes Wachstum und
Atmungsdefizienz sowie Verdnderungen in der Morphologie und Verteilung von Mitochondrien
(Becher et al., 1999; Lisowsky, 1994). Desweiteren wurde gezeigt, dass Ervl eine Rolle im
Export von Eisen-Schwefel-Clustern von Mitochondrien ins Zytosol spielt (Lange et al., 2001).

Bei dem menschlichen Ervl Homolog ALR (augmenter of liver regeneration) handelt es sich um
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einen hepatotrophen Wachstumsfaktor, dessen Wirkungsmechanismus jedoch nicht bekannt ist
(Hagiya et al., 1994; Pawlowski und Jura, 2006).

Homologe von Erv1 sind in allen Eukaryoten zu finden. Zusammen mit Erv2, einer Thioloxidase
im Endoplasmatischen Retikulum von Pilzen und einigen Erv1-dhnlichen Sulthydryloxidasen in
Viren bildet Ervl die Klasse der Erv/ALR-Thioloxidasen (Coppock und Thorpe, 2006; Fass,
2008; Gerber et al., 2001). Alle Proteine dieser Familie weisen eine konservierte FAD-
Bindedomiine auf, die ein katalytisches Cysteinpaar in einem CXXC-Motiv enthilt.

Ervl in Hefe besteht aus zwei strukturellen Doménen. Das N-terminale Segment ist besonders
flexibel durch die Anwesenheit vieler Glyzin- und Prolinreste. Dieser Bereich des Proteins ist
nicht konserviert, enthilt jedoch ein CXXC-Motiv, welches essentiell fiir die Funktion von Ervl
ist (Hofhaus et al., 1999). Die C-terminale Region ist konserviert und bildet die FAD-
Bindedomine (Abbildung 1.2A). Sie weist 30 % Sequenzidentitit zur entsprechenden Doméne in
Erv2 auf. Nahe dem Isoalloxazinring des nichtkovalent gebundenen FAD befinden sich die
beiden katalytischen Cysteinreste des aktiven Zentrums. Erv1l und Erv2 enthalten zusitzlich zwei
Cysteinreste in der konservierten Domine, welche eine strukturelle Disulfidbriicke ausbilden.
Erv2 trigt im Unterschied zu Ervl einen flexiblen Arm mit einem CXC-Motiv am C-terminalen
Ende des Proteins statt am N-Terminus. Rontgenstrukturanalysen von Ervl aus A.thaliana und
Erv2 aus S.cerevisiae haben gezeigt, dass diese Proteine Homodimere bilden, deren
Untereinheiten intermolekulare Disulfidbriicken ausbilden konnen (Gross et al., 2002; Lee et al.,
2000; Vala et al., 2005). Basierend auf diesen Strukturen und auf Mutationsanalysen der Proteine
wurde ein Mechanismus fiir die Oxidation von Substratproteinen durch Erv/ALR-
Sulfhydryloxidasen vorgeschlagen (Abbildung 1.2B). Dabei iibertrigt das oxidierte Cysteinpaar
des flexiblen Arms Disulfidbriicken auf reduzierte Substratproteine. Die Regeneration dieses
,shuttle*~-Cysteinpaars erfolgt durch den Transfer von Elektronen auf das Cysteinpaar des aktiven
Zentrums der gegeniiberliegenden Untereinheit unter Ausbildung einer intermolekularen
Disulfidbriicke. Die Riickbildung der Disulfidbriicke im aktiven Zentrum erfolgt durch
Weiterleitung der Elektronen auf den Kofaktor FAD.

Die Reoxidation von Erv1 erfolgt in vivo iiber bislang zwei bekannte Elektronenakzeptorwege.
Zum einen werden die Elektronen von FAD iiber Cytochrom ¢ auf die Cytochrom ¢ Oxidase
transferiert. Zum anderen kann Ervl Elektronen direkt auf Sauerstoff iibertragen, wobei
Wasserstoffperoxid entsteht (Allen et al., 2005; Bihlmaier et al., 2007; Dabir et al., 2007).

Kiirzlich wurde gezeigt, dass die Cytochrom ¢ Peroxidase das entstandene Wasserstoffperoxid zu
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Wasser reduzieren kann. Die Regeneration erfolgt durch die Elektronenaufnahme von

reduziertem Cytochrom ¢, wodurch dieses ebenfalls regeneriert wird (Dabir et al., 2007).

A
Erv1
NLT——— @
CxxC CxxC CX:cC
30 33 130 133 159 176
Erv2
N ﬂ —————1C
CxxC CX,cC CxC
121 124 150 167 176 178
B
Erv2-Dimer

red. Substrat

Abbildung 1.2 Struktureller Aufbau von Ervl und Erv2 aus S.cerevisiae

A) Die konservierte FAD-Bindedoméne ist in orange, der flexible N- bzw. C-Terminus ist in
grau dargestellt. Die Aminosédurepositionen der konservierten Cysteinreste sind angegeben.

B) Modell fiir die Ubertragung der Elektronen im Erv2-Dimer. Die konservierte FAD-
Bindedomine ist in orange und der flexible C-Terminus in grau dargestellt. Die Ubertragung von
Elektronen (e) ist durch blaue Pfeile gekennzeichnet. Elektronen werden von reduzierten
Substratproteinen (red. Substrat) auf das ,shuttle”-Cysteinpaar im flexiblen C-Terminus
iibertragen. Die Regeneration dieser Disulfidbriicke erfolgt durch Interaktion mit der

katalytischen Disulfidbriicke in der FAD-Bindedoméne der gegeniiberliegenden Erv2-
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Untereinheit. Von diesen darauthin reduzierten Cysteinresten werden die Elektronen iiber den

gebundenen Flavin-Kofaktor (FAD) auf molekularen Sauerstoff iibertragen.

1.3.3 Substratproteine des Mia40/Erv1-Systems

Substratproteine des Mia40/Erv1-Systems enthalten konservierte Cysteinreste. Es wurde gezeigt,
dass diese Cysteinreste in den gefalteten Proteinen intramolekulare Disulfidbriicken ausbilden
konnen. Dieser Fund kam iiberraschend, da bisher angenommen wurde, dass der IMR ein dem
Zytosol dhnliches und somit reduzierendes Milieu aufweist (Ostergaard et al., 2004). Allerdings
decken sich diese Beobachtungen mit fritheren Studien, die Proteine mit Disulfidbriicken im IMR
identifizieren konnten (Hunte et al., 2000; Iwata et al., 1998; Iwata et al., 1996; Tsukihara et al.,
1995). Ubereinstimmend mit den Funden von Proteinen mit oxidierten Cysteinresten, liefert eine
neue Studie Experimente, die nahelegen, dass der IMR ein oxidierenderes (-255 mV) Milieu
aufweist als das Zytosol, welches ein Redoxpotential von -286 mV hat (Hu et al., 2008). Die
Messungen deuten darauf hin, dass die Redoxhomdostase in Zytosol und IMR im Gegensatz zu
bisherigen Annahmen unabhiingig voneinander reguliert wird.

Typische Substratproteine des Mia40/Erv]l-Systems lassen sich anhand der spezifischen
Anordnung der Cysteinreste zwei Gruppen zuordnen: Proteinen mit twin CX3C- oder mit twin
CXyC-Motiven.

Die konservierte Familie der kleinen Tim-Proteine enthilt zwei CX5C-Motive, welche durch 11-
16 Aminosdurereste von einander getrennt sind (Koehler, 2004). In Hefe gibt es fiinf Tim-
Proteine: Tim8, Tim9, Tim10, Tim12 und Timl13. Sie assemblieren in hexamere Komplexe,
welche entweder aus drei Tim9 und drei Tim10 Untereinheiten oder aus drei Tim8 und drei
Tim13 Untereinheiten zusammengesetzt sind. Diese Komplexe fungieren als Chaperone fiir den
Transport von hydrophoben Membranproteinen zur duBeren oder inneren Membran (Curran et
al., 2002b). Die Rontgenstrukturanalyse des Tim9-Tim10-Komplexes zeigte, dass jede
Untereinheit zwei interne Disulfidbriicken enthélt, welche die beiden CX3;C-Segmente
verkniipfen, so dass eine Haarnadelstruktur gebildet wird (Webb et al., 2006). Die Ausbildung
dieser intramolekularen Disulfidbriicken ist unerldBlich fiir die Assemblierung der kleinen Tim-
Proteine in funktionelle Komplexe (Curran et al., 2002a; Lu et al., 2004a; Muller et al., 2008).
Der Import der kleinen Tim-Proteine ist jedoch nur in reduziertem Zustand moglich. In mehreren

Studien wurde beobachtet, dass die reduzierten Cysteinreste des rwin CX3C-Motivs ein
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Zinkfingermotiv bilden und Zinkionen koordinieren kénnen (Hofmann et al., 2002; Paschen et
al., 2000; Sirrenberg et al., 1998). Moglicherweise binden kleine Tim-Proteine bereits im Zytosol
direkt nach ihrer Synthese Zinkionen, welche in chaperonidhnlicher Weise die fiir den Import
notige reduzierte Konformation stabilisieren (Lu und Woodburn, 2005; Morgan und Lu, 2008).
Nach dem Import konnten die Zinkionen abgegeben werden, so dass der Einbau von
Disulfidbriicken ermoglicht wird.

Proteine mit twin CXyC-Motiven enthalten oft eine Doméne, in der zwei antiparallele Helices,
welche jeweils ein CXoC-Motiv enthalten, iiber zwei Disulfidbriicken verkniipft sind. Ein gut
charakterisiertes Beispiel dieser Gruppe ist Cox17, welches an der Assemblierung der Cytochrom
¢ Oxidase beteiligt ist, indem es Kupfer (I) auf Scol und Cox11 {iibertriagt (Horng et al., 2004).
Cox17 enthdlt sechs konservierte Cysteinreste und kann in drei verschiedenen
Oxidationszustidnden vorliegen (Voronova et al., 2007). Strukturelle Studien haben gezeigt, dass
die Féahigkeit Kupfer (I) zu binden vom Oxidationszustand der Cysteinreste abhédngt (Palumaa et
al., 2004). Die partiell oxidierte Konformation von Cox17 enthédlt zwei strukturelle
Disulfidbriicken im twin CXoC-Motiv, wihrend zwei weitere Cysteinreste in einem KXCC-
Motiv ein Kupfer (I)-Ion binden. Metalltransferexperimente haben gezeigt, dass diese
Konformation einen spezifischen metallioneniiberbriickten Komplex mit Scol ausbildet, was
vermuten 14Bt, dass es sich dabei um die biologisch aktive Form von Cox17 handelt. In
vollstindig oxidiertem Cox17 bilden die nebeneinander liegenden Cysteinreste eine leicht zu
reduzierende Disulfidbriicke aus, so dass kein Kupfer gebunden werden kann (Arnesano et al.,
2005). Vollstindig reduziertes Cox17 bildet oligomere Komplexe und bindet bis zu vier
Kupferionen im Monomer (Srinivasan et al., 1998). Diese Form existiert vermutlich iiberwiegend
im Zytosol, wo sie an der Speicherung von Kupfer beteiligt sein konnte (Arnesano et al., 2005;
Voronova et al., 2007). Auch fiir den Import in Mitochondrien muf3 neu synthetisiertes Cox17 in
vollstdndig reduziertem Zustand gehalten werden. Eine neue Studie konnte zeigen, dass
reduziertes Cox17 zwei Zinkionen binden kann, wodurch das Protein vor Oxidation im

Zytoplasma geschiitzt werden kénnte (Palumaa und Zovo, 2008).
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Tabelle 1.1 Bekannte Substratproteine des Mia40/Erv1-Systems

Substratproteine mit

Funktion

Referenz

a) twin CX;C-Motiv

Tim8

Tim9

Tim10

Tim12

Tim13

b) twin CXoC-Motiv

Untereinheit des TIMS-
TIM13-Komplexes

Untereinheit des TIMO9-
TIM10-Komplexes

Untereinheit des TIMO-
TIM10-Komplexes

Untereinheit des TIM22-
Komplexes

Untereinheit des TIMS-
TIM13-Komplexes

Chacinska et al., 2004

Chacinska et al., 2004,
Naoe et al., 2004

Chacinska et al., 2004,
Naoe et al., 2004;
Terziyska et al., 2005

Naoe et al., 2004

Chacinska et al., 2004,
Terziyska et al., 2005

Cox17

Cox19

Mic14

Micl7

Mdm35

Kupferchaperon der
Cytochrom ¢ Oxidase

Assemblierungsfaktor der
Cytochrom ¢ Oxidase

nicht bekannt

nicht bekannt

mitochondriale Morphologie

und Verteilung

Chacinska et al., 2004;
Terziyska et al., 2005;
Mesecke et al., 2005

Chacinska et al., 2004

Gabriel et al., 2006
Gabriel et al., 2006

Gabriel et al., 2006

1.4 Disulfidbriickenbildende Systeme

Disulfidbriicken spielen fiir die Biogenese, Struktur und Funktion von Proteinen eine wesentliche

Rolle. Proteine werden an Ribosomen als lineare Polypeptidketten synthetisiert, welche sehr

schnell in ihre, in der Priméirsequenz kodierten, dreidimensionale Struktur falten. Eine fehlerlose
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Faltung ist notwendig fiir die biologische Funktion aller Proteine. Dabei sind hiufig die
Thiolgruppen von Cysteinresten wichtig: durch die kovalente Interaktion zweier Thiolgruppen
konnen wihrend der Proteinfaltung Disulfidbriicken ausgebildet werden. Diese dienen meistens
der Stabilisierung des Proteins, indem sie die Entropie der ungefalteten Konformation
vermindern und so die gefaltete Form gegeniiber der ungefalteten begiinstigen (Thornton, 1981).
Je groBer die Anzahl der Aminosdurereste zwischen den briickenbildenden Cysteinresten ist,
desto groBer ist die der nativen Proteinstruktur vermittelte Stabilitit (Pace et al., 1988). Fehler in
der Disulfidbriickenbildung kénnen durch Disulfidisomerasen korrigiert werden oder fithren zu
Aggregation und nachfolgendem Abbau des Proteins. Eine vergleichsweise kleine Gruppe an
Disulfidbriicken dient der Funktion des Proteins. Sie konnen in katalytische und allosterische
Disulfidbriicken unterteilt werden. Katalytische Disulfidbriicken befinden sich typischerweise im
aktiven Zentrum von sogenannten Oxidoreduktasen. Diese Enzyme konnen Dithiole oder
Disulfidbriicken iibertragen und so zu Reduktion, Oxidation oder Isomerisierung von
Substratproteinen fiihren. Allosterische Disulfidbriicken regulieren die Funktion von Proteinen
durch Anderungen in der Proteinstruktur, wenn diese Briicken gedffnet oder gebildet werden
(Hogg, 2003; Schmidt et al., 2006).

Die Bildung von Disulfidbriicken wird durch verschiedene kinetische und thermodynamische
Faktoren beeinfluB3t. Zum einen hiingt sie sehr stark vom lokalen pH-Wert ab, da das Thiolat-
Anion (S°) wesentlich reaktiver als die protonierte Form (SH) ist. Zum anderen wird sie
zusitzlich von der Zuginglichkeit, Aminosdureumgebung und Reaktivitit der Thiolgruppen und
Disulfidbriicken beeinfluf3t.

Disulfidbriicken konnen spontan durch molekularen Sauerstoff als Oxidationsmittel gebildet
werden. Allerdings ist diese Reaktion sehr langsam und kann nicht die effiziente
Disulfidbriickenbildung in der Zelle erkldren. Die Suche nach einer Ursache fiir diese Diskrepanz
fithrte zu Anfinsens Entdeckung des ersten Katalysatoren fiir die Bildung von Disulfidbriicken:

der Proteindisulfidisomerase (PDI).

1.4.1 Proteinfaltung im Endoplasmatischen Retikulum

Die Bildung von Disulfidbriicken ist ein wichtiger Schritt in der Faltung und Assemblierung
vieler sezernierter Proteine. Im Lumen des ER wurden zwei Proteine identifiziert, die primir

verantwortlich fiir die Kontrolle des Prozesses der oxidativen Proteinfaltung sind: das 16sliche
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thioredoxin-dhnliche Protein PDI und das membranassoziierte Flavoprotein Erol (Frand und
Kaiser, 1998; Goldberger et al., 1963; Pollard et al., 1998).

Abhiéngig von der Redoxumgebung kann PDI Disulfidbriicken in Substratproteine einfiihren,
nichtnative Disulfidbriicken isomerisieren oder Disulfidbriicken reduzieren, um den Abbau von
falsch gefalteten Proteinen zu ermdoglichen (Wilkinson und Gilbert, 2004). PDI enthilt zwei
katalytische Thioredoxindomédnen mit jeweils einem Cys-Gly-His-Cys-Motiv in den beiden
aktiven Zentren (Tian et al., 2006). Der Redoxstatus der Cysteinreste im aktiven Zentrum
bestimmt die jeweilige Reaktion, die durch eine Oxidoreduktase katalysiert wird. In Hefe liegen
die Cysteinreste der aktiven Zentren von PDI grof3tenteils oxidiert vor, was darauf schlieBen 1d8t,
dass PDI vor allem als Oxidase fungiert. Durch die Ubertragung von Disulfidbriicken auf
Substratproteine werden die Cysteinreste im aktiven Zentrum von PDI reduziert. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Reaktion ist die Reoxidation von PDI, um die
intramolekulare Disulfidbriicke im aktiven Zentrum zu regenerieren (Lyles und Gilbert, 1991).
Zunichst glaubte man, dass oxidiertes Glutathion (GSSG) verantwortlich fiir die Oxidation von
PDI sei, da im ER der Redoxpuffer aus reduziertem Glutathion (GSH) und GSSG mit einem
Verhiltnis von etwa drei zu eins stidrker oxidierend ist als im Zytosol (Hwang et al., 1992). In
genetischen Screens in Hefe wurde spiter allerdings das konservierte Protein Erol als essentielle
Komponente der oxidativen Proteinfaltung im ER identifiziert, welches PDI direkt oxidieren
kann (Frand und Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass die Erol
katalysierte Oxidation von Substraten mittels PDI in vitro schneller ablduft als durch PDI in
Gegenwart eines optimalen Glutathion-Redoxpuffers (Tu et al., 2000). Aulerdem kann die Erol
vermittelte Oxidation von Substraten in vivo und in vitro auch in Abwesenheit von GSH
stattfinden (Cuozzo und Kaiser, 1999; Tu et al., 2000).

Erol enthilt zwei Cysteinpaare, die an der Oxidation von PDI beteiligt sind (Bertoli et al., 2004;
Frand und Kaiser, 2000; Gross et al., 2004). Die sogenannten ,,shuttle* Cysteinreste nehmen
Elektronen von PDI auf und werden vom Cysteinpaar des aktiven Zentrums reoxidiert (Sevier
und Kaiser, 2006b). Mit Hilfe des Kofaktors FAD werden die Elektronen schluflendlich auf
molekularen Sauerstoff iibertragen (Tu und Weissman, 2002; Abbildung 1.3A). Das wiirde
bedeuten, dass durch die Erol Aktivitit fiir jede gebildete Disulfidbriicke ein Molekiil
Wasserstoffperoxid entsteht (Gross et al., 2006). In welchem Ausmal} Erol tatsdchlich an der
Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt ist, wird diskutiert. Es konnte gezeigt

werden, dass posttranslationale Regulation der Erol Aktivitidt iiber zwei nichtkatalytische
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,regulatorische* Disulfidbriicken Abweichungen der Redoxhomdoostase im ER entgegen wirkt
(Sevier et al., 2007).

In Pilzen gibt es neben Erol die Erv/ALR-Sulfthydryloxidase Erv2, welche als Oxidase von PDI
fungieren kann (Gerber et al., 2001; Gross et al., 2002; Sevier et al., 2001). Trotz der fehlenden
Sequenziibereinstimmung sind Erol und Erv2 nicht nur funktionell, sondern auch strukturell sehr
dhnlich (Gross et al., 2004; Gross et al., 2002). Erv2 bindet wie Erol FAD als Kofaktor. Die
Ubertragung von Disulfidbriicken wird ebenfalls von einem ,,shuttle* Cysteinpaar und einem
Cysteinpaar im aktiven Zentrum nahe des gebundenen FAD vermittelt. Die Deletion von ERO1
kann zwar durch Uberexpression von Erv2 komplementiert werden (Sevier et al., 2001), jedoch
fiihrt die Deletion von Erv2 nur zu einem milden Phinotyp. Dies spricht fiir eine wesentliche
Rolle von Erol in der Proteinoxidation, wihrend die physiologische Funktion von Erv2 als
Oxidase auf nichtessentielle Substratproteine oder bestimmte Wachstumsbedingungen limitiert

zu sein scheint.

1.4.2 Bildung von Disulfidbriicken im Periplasma von Bakterien

In Gram-negativen Zellen findet die Bildung von Disulfidbriicken im Periplasma statt. Im
Gegensatz zum Ablauf in Eukaryoten gibt es in Bakterien zwei getrennte Mechanismen zur
Oxidation und zur Isomerisierung von Substratproteinen (Abbildung 1.3B). Disulfidbriicken
werden sehr schnell, jedoch unspezifisch von dem 16slichen thioredoxin-dhnlichen Protein DsbA
(disulfide bond), dem Homolog zu PDI, eingefiihrt (Bardwell et al., 1991). Die Reoxidation von
reduziertem DsbA wird durch das Membranprotein DsbB katalysiert. Durch die Reduktion von
Quinonen, welche die Elektronen auf die Atmungskette tibertragen, kann DsbB Disulfidbriicken
de novo bilden (Bader et al., 1999; Kobayashi und Ito, 1999). DsbB enthilt zwei periplasmatische
Domiénen, welche je ein katalytisches Cysteinpaar besitzen. Die Rontgenstrukturanalyse des
E.coli DsbB-DsbA Komplexes zeigte, dass DsbA mit einem dieser Cysteinpaare interagiert
(Inaba et al., 2006).

DsbA ist mit einem Redoxpotential von -120 mV eine der stirksten bekannten Oxidoreduktasen
(Zapun et al., 1993). Daher verwundert es nicht, dass DsbA auch falsche Disulfidbriicken in
Substratproteine einbaut. Ein Modell fiir die Funktion von DsbA besagt, dass DsbA unspezifisch
in der Sequenz aufeinanderfolgende Cysteinreste oxidiert, sobald sie in das Periplasma sezerniert

werden (Berkmen et al., 2005). Die Korrektur falscher Disulfidbriicken erfolgt durch die
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Isomeraseaktivitit des Proteins DsbC und vermutlich einer zweiten Isomerase DsbG, welche mit
DsbC 24% Sequenzidentitit aufweist (Missiakas et al., 1994). Die Eigenschaft von DsbC
spezifisch an der Expression von Proteinen beteiligt zu sein, welche Disulfidbriicken aus
nichtaufeinanderfolgenden Cysteinresten enthalten, spricht fiir die Isomerasefunktion von DsbC
(Hiniker und Bardwell, 2004). Es gibt verschiedene Maoglichkeiten wie DsbC falsche
Disulfidbriicken isomerisieren konnte. DsbC greift die falsch gekniipfte Briicke an und bildet
eine gemischte Disulfidbriicke, welche sofort in der richtigen Anordnung zuriick auf das
Substratprotein iibertragen wird. Alternativ kann die gemischte Disulfidbriicke auch durch den
Angriff des zweiten Cysteinrestes im aktiven Zentrum von DsbC geldst werden. Dadurch wird
DsbC oxidiert und das Substratprotein reduziert, welches anschlieBend durch DsbA wieder
oxidiert werden kann. Verschiedene Beobachtungen sprechen fiir letzteren Mechanismus
(Rietsch et al., 1997).

Die katalytisch aktive reduzierte Form von DsbC wird durch das Innenmembranprotein DsbD
regeneriert, indem DsbD Elektronen vom Zytoplasma iiber die innere Membran auf DsbC
tibertridgt (Collet et al., 2002; Katzen und Beckwith, 2000; Missiakas et al., 1995). DsbD selbst
wird durch zytoplasmatisches Thioredoxin reduziert, welches iiber die Thioredoxin-Reduktase
Elektronen von NADPH erhilt (Rietsch et al., 1996).

Da sich die Komponenten fiir die Oxidation (DsbB-DsbA) und Reduktion (DsbD-DsbC/DsbG)
im selben zelluliren Kompartment befinden, mufl die Oxidation von DsbC durch DsbB
verhindert werden. Dimerisierung von DsbC scheint die Cysteinreste im aktiven Zentrum zu
schiitzen, da verkiirzte Versionen von DsbC ohne Dimerisierungsdoméne in vivo und in vitro von

DsbB oxidiert werden konnen (Bader et al., 2001).
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Abbildung 1.3 Systeme der oxidativen Proteinfaltung

A) Im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) von eukaryotischen Zellen iibertrigt die
Proteindisulfidisomerase (PDI) Disulfidbriicken auf sekretorische Substratproteine. PDI wird
durch die membranassozierte Oxidase Erol oder in Pilzen auch von Erv2 reoxidiert. Elektronen
werden von beiden Proteinen iiber den Kofaktor FAD auf molekularen Sauerstoff tibertragen.

B) In prokaryotischen Zellen findet Disulfidbriickenbildung im Periplasma statt. Die 16sliche
Oxidoreduktrase DsbA fiihrt unspezifisch Disulfidbriicken in Substratproteine ein und wird
dadurch reduziert. Die Reoxidation von DsbA wird durch das Membranprotein DsbB vermittelt.
Elektronen werden von DsbB durch Quinone (Q) auf Cytochromoxidasen und schluBendlich auf
molekularen Sauerstoff iibertragen. Falsch gebildete Disulfidbriicken konnen durch DsbC
entweder isomerisiert werden oder reduziert und von DsbA wieder oxidiert werden. Durch das
Membranprotein DsbD wird DsbC in reduziertem Zustand gehalten. NADPH dient als

Elektronendonator, welcher die Elektronen iiber Thioredoxin auf DsbD iibertrigt.
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1.4.3 Bildung von Disulfidbriicken im Intermembranraum von Mitochondrien

Wie bereits beschrieben, gibt es im IMR von Mitochondrien Proteine, die Disulfidbriicken
enthalten. Basierend auf Vergleichen von Primédrsequenzen wurden jedoch keine Homologe zu
DsbA und DsbB gefunden, welche die Oxidation von Proteinen in diesem dem Periplasma
entsprechenden Kompartment vermitteln. Da sowohl Mia40 als auch Ervl essentiell fiir die
Biogenese von IMR-Proteine mit Disulfidbriicken sind, liegt die Vermutung nahe, dass das
Mia40/Erv1-System nicht nur am Import, sondern auch an der oxidativen Faltung dieser Proteine
beteiligt ist. Verschiedene Beobachtungen sprechen fiir ein Modell in dem Disulfidbriicken von
Mia40 und Ervl1 auf Substratproteine iibertragen werden (Abbildung 1.4).

Fiir den Import der Substratproteine und die Bildung transienter Disulfidintermediate mit ihnen
wird Mia40 in oxidierter Form benotigt. Wurde Mia40 reduziert und freie Thiolgruppen mit N-
Ethylmaleimid blockiert, war der Import fast vollstindig inhibiert (Mesecke et al., 2005).
Moglicherweise werden die gebildeten intermolekularen Disulfidbriicken durch eine
Isomerisierungsreaktion auf Substratproteine iibertragen.

Eine oxidierende Funktion von Ervl im Importprozess zeigte sich in Ervl-depletierten
Mitochondrien durch die erhohte Sensitivitit des Imports von Substratproteinen gegeniiber
Reduktionsmitteln (Mesecke et al., 2005). Zudem war die Bildung der Disulfidintermediate
zwischen Mia40 und Substratproteinen betroffen, woraus sich schlieBen lie, dass die
Anwesenheit von Ervl notwendig fiir die effiziente Bildung der Disulfidintermediate mit
importierten Substratproteinen ist. Der Nachweis einer Interaktion von Ervl mit Mia40 und die
Beobachtung, dass Mia40 in Erv1-depletierten Mitochondrien vermehrt in der reduzierten Form
akkumuliert, fiihrten zu der Annahme, dass Ervl die oxidierte Form von Mia4(0 regeneriert
(Mesecke et al., 2005). Bislang fehlen jedoch Experimente, die den direkten
Disulfidbriickentransfer von Ervl auf Mia40 und von Mia4(0 auf Substratproteine belegen

konnen.
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Abbildung 1.4 Modell der Disulfidbriickenbildung im Intermembranraum

Dem Modell zufolge ist im Intermembranraum von Mitochondrien der Import reduzierter
Substratproteine iiber Mia40 an die oxidative Proteinfaltung gekoppelt. Die von Substrat-
proteinen auf Mia40 iibertragenen Elektronen werden durch das von Ervl gebundene FAD auf

Cytochrom ¢ (Cyt ¢) transferiert und dadurch in die Atmungskette eingeschleust.

Fiir die Ausbildung von Disulfidbriicken in einigen Substratproteinen kdnnte neben Mia40 und
Ervl mit Hotl3 eine weitere Komponente wichtig sein, fiir die eine Beteiligung an der
Redoxregulation im IMR vorgeschlagen wurde. Hot13 wurde urspriinglich als Interaktionspartner
der kleinen Tim-Proteine identifiziert und entsprechend helper of Tim benannt (Curran et al.,
2004). Im Gegensatz zu Mia40 und Erv1 ist Hot13 nicht essentiell fiir Hefezellen. Mitochondrien
eines Ahotl3-Hefestammes weisen jedoch geringere Mengen der kleinen Tim-Proteine und
Tim22 auf. Insbesondere die Assemblierung der kleinen Tim-Proteine in ihre Komplexe scheint
durch das Fehlen funktionellen Hot13 beeintrichtigt zu sein (Curran et al., 2004). Die Deletion
von Hotl3 fiihrt zudem zu vermindertem Wachstum der Zellen in Gegenwart des
Oxidationsmittels t-Butylhydroperoxid, was eine Beteiligung von Hotl3 an Redoxprozessen

vermuten 1463t (Curran et al., 2004).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zum einen das Substratspektrum des Mia40/Erv1-Systems
untersucht werden. Neben bekannten Mia40-Substratproteinen mit twin CX3C- und twin CXoC-
Motiven gibt es weitere cysteinreiche Proteine im IMR, die Disulfidbriicken ausbilden. Es sollte
geklirt werden, ob die Funktion von Mia40 nur auf Substratproteine mit den genannten
Cysteinmotiven beschrénkt ist oder ob es zusitzliche Substrate gibt.

Zum anderen sollte der molekulare Mechanismus des Mia40/Erv1-Systems und seine Rolle bei
der oxidativen Faltung von IMR-Proteinen charakterisiert werden. In Mitochondrien kommt
Mia40 in verschiedenen Redoxzustinden vor, die vermutlich an Redoxreaktionen wihrend der
Biogenese von Substratproteinen beteiligt sind. Sowohl fiir die oxidierte als auch fiir die
reduzierte Form von Mia40 ist bislang nicht bekannt, wieviele Disulfidbriicken vorliegen und
zwischen welchen Cysteinresten sie gebildet werden. Um den Mechanismus von Mia40 zu
verstehen, ist es wichtig, diese Redoxzustdnde auf molekularer Ebene zu charakterisieren.

Mia40 bildet sowohl mit Erv1 als auch mit Substratproteinen Disulfidintermediate aus. Es konnte
daher die zentrale Komponente eines Disulfidtransfersystems darstellen, welches Disulfidbriicken
in Substratproteine einbaut. Bisher konnte allerdings ein solcher Disulfidbriickentransfer nicht
gezeigt werden. Anhand gereinigter Komponenten sollte getestet werden, ob Mia40 durch Ervl
oxidiert werden kann und es moglich ist, ein Disulfidtransfersystem aus Mia40 und Ervl zu
rekonstituieren, welches Disulfidbriicken auf Substratproteine iibertrigt. Die Etablierung eines
rekonstituierten Systems ermoglicht die Beantwortung weiterer Fragen zum Mechanismus des
Disulfidtransfers. Es sollte zum einen adressiert werden, ob zusitzliche Faktoren wie Metallionen
und Hot13 das System beeinflussen. Zum anderen sollte untersucht werden, welche Rolle die
einzelnen Cysteinreste bzw. die in Mia40 gebildeten Disulfidbriicken fiir die Funktion von Mia40

spielen.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden
2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli

Kleine Mengen DNS wurden durch enzymatische und alkalische Lyse von E. coli Zellen
gewonnen. Dazu wurden 2 ml LBy,-Medium mit einer einzelnen Bakterienkolonie angeimpft
und uiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Zellen aus 1,5 ml der Kultur wurden fiir 20 s
bei 7500 g prizipitiert und in 250 pl Losung 1 (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 50 mM
Glukose, 100 mg/ml RNase) resuspendiert. Durch Zugabe von 250 pl Losung 2 (200 mM NaOH,
1% SDS) und vorsichtiges Mischen wurden die Zellen fiir 5 min bei RT alkalisch lysiert. Die
Probe wurde dann mit 250 pl Losung 3 (3 M Kaliumacetat pH 5,5) neutralisiert. Ausgefillte
Proteine und chromosomale DNS wurden durch Zentrifugation fiir 5 min bei 35000 g abgetrennt.
Zur Priizipitation der Plasmid-DNS wurde der Uberstand mit 0,7 Volumen Isopropanol (96%)
versetzt und fiir 30 min (35000 g, RT) zentrifugiert. Die Probe wurde anschlieBend mit eiskaltem
70%igem Ethanol gewaschen, erneut 5 min zentrifugiert und nach Abnehmen des Uberstandes
bei RT getrocknet. Die DNS wurde in 30 ul sterilem H,O gel6st.

Fiir die Isolierung groBerer Mengen Plasmid-DNS wurde das Pure-Yield® Plasmid Midiprep
System der Firma Promega verwendet. Ausgehend von 50 ml einer Ubernachtkultur in LB ap,-

Medium, wurde die DNS nach Anleitung des Herstellers préipariert.

2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion wurden Gene oder Genabschnitte aus S. cerevisiae als
DNS-Fragmente amplifiziert. Ein typischer Reaktionsansatz von 50 pl enthielt 100 pM der
Desoxynukleosid-5’-triphosphate, 1 pl der entsprechenden Primer (100 pmol/ul), 1 U Tag DNS-
Polymerase und 0,5 U Pfu DNS-Polymerase in dem vom Hersteller mitgelieferten PCR-Puffer
(1% Triton X-100, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCl pH 8.8). Abhingig vom
Experiment wurden entweder 10 ng Plasmid-DNS oder 100 ng genomische DNS als Matrize
verwendet. Zum Uberpriifen von Klonierungen mittels PCR wurden einzelne E. coli-Kolonien in

15 pl sterilem H,O resuspendiert und 1 ul dieser Suspension als Matrize verwendet.
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Zunichst wurde der DNS-Doppelstrang durch Erhitzen auf 95°C fiir 5 min denaturiert. Dann
wurden 30-35 Zyklen durchlaufen, die aus Denaturierung der DNS (30 s bei 95°C), Anlagerung
der Primer (1 min bei 5°C unter der Anlagerungstemperatur Ty, der Primer) sowie DNS-Synthese
(1 min pro Kilobase bei 72°C) bestanden. Die DNS-Synthese wurde durch eine 10 miniitige
Inkubation bei 72°C vervollstindigt. Die Ty, der Primer wurde nach der ,,4+2“-Regel abgeschitzt
(T = 2°C pro A/T + 4°C pro G/C). Amplifizierte DNS-Fragmente wurden mittels priparativer
Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.1.5) gereinigt.

2.1.3 Restriktionsverdau von DNS

Ein Restriktionsverdau diente zum einen der Uberpriifung isolierter Plasmide mit Hilfe einer
Restriktionsldngen-Analyse. Andererseits wurden DNS-Fragmente, die durch PCR amplifiziert
wurden, geschnitten, um sie anschlieend in Vektoren zu ligieren (siehe 2.1.4). Dazu wurde DNS
durch Restriktionsendonukleasen in den vom Hersteller (New England Biolabs) empfohlenen
Reaktionspuffern geschnitten. Fiir 1 pg DNS wurden 2-5 U Enzym eingesetzt und der Ansatz fiir
3 h bei der fiir die Enzyme optimalen Temperatur inkubiert. Die geschnittene DNS wurde dann
entweder liber ein pridparatives Agarosegel oder direkt iiber DNS-bindende Silica-Sédulen (Qiagen

oder Peqlab) gereinigt.

2.1.4 Ligation

Zur Ligation eines mit einem Restriktionsenzym geschnittenen DNS-Fragments mit einem
linearisierten Vektor wurde die Ligase des Bakteriophagen T4 benutzt. In 10 pl Ligationspuffer
(50 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM MgCl,, | mM DTT, 1 mM ATP, 5% (w/v) PEG 8000) wurden
100-200 ng Vektor mit einem 3-10 fachen molaren Uberschuss des DNS-Fragments gemischt.
Zwei U T4-Ligase wurden zugegeben und der Reaktionsansatz 1 h bei 25°C oder iiber Nacht bei
16°C inkubiert. 1 pl der ligierten DNS wurde verwendet, um elektrokompetente E. coli Zellen zu

transformieren.
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2.1.5 Reinigung und Analyse von DNS
2.1.5.1 Agarose-Gelelektrophorese von DNS

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNS-Fragmenten nach ihrer Grofle wurden Gele eines
Agarosegehalts von 0,8-2% (w/v) verwendet. Die Agarose wurde in TAE-Puffer (40 mM Tris-
acetat pH 7,5, 20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA) gelost und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
versetzt, um die aufgetrennten DNS-Fragmente in UV-Licht sichtbar zu machen. Die DNS-
Proben wurden mit 1/5 Volumen 5x Auftragspuffer (30% (w/v) Glycerol, 0,25% (w/v)
Bromphenolblau, 0,25 mM EDTA) gemischt und aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in
TAE-Puffer bei einer von der Gelgroe abhéngigen Spannung von 60-140 V durchgefiihrt.

2.1.5.2 Elution von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

Das gewiinschte DNS-Fragment wurde mit einem sauberen Skalpell unter UV-Licht aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und die DNS mit Hilfe des E.Z.N.A® Gel Extraction Kits (Peglab)
isoliert. Die Extraktion der DNS aus dem Gel erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die DNS
wurde in 30 pl sterilem H,O eluiert und 1 pl auf ein analytisches Agarosegel aufgetragen, um die

Effizienz der Reinigung zu iiberpriifen.

2.1.5.3 Bestimmung der DNS-Konzentration

Die Konzentration von DNS-Proben wurde durch Messung der Extinktion bei 260 und 280 nm
bestimmt. Eine optische Dichte (OD) von 1,0 entspricht einer Konzentration von 50 ug/ml
doppelstringiger DNS und 33 pg/ml einzelstringiger DNS. Der Quotient aus der Extinktion bei
260 und 280 nm ist ein Mab fiir die Reinheit der Probe und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.1.6 Transformation elektrokompetenter E.coli Zellen
2.1.6.1 Priparation elektrokompetenter E. coli Zellen

Um elektrokompetente E. coli Zellen (MHI1 oder XL1blue) zu gewinnen, wurden 500 ml LB-
Medium mit 1 ml einer E. coli Ubernachtkultur in LB-Medium angeimpft und bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert. Bei Erreichen einer ODgyo von 0,5 wurde die Kultur fiir 30 min auf Eis

inkubiert und dann fiir 5 min bei 2000 g (4°C) zentrifugiert. Danach wurden die Zellen
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hintereinander mit 400 ml, 200 ml und 4 ml kaltem 10% Glycerol gewaschen. Zuletzt wurden die
Zellen in 500 pl 10% Glycerol resuspendiert, in Aliquots von 45 ul in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.1.6.2 Transformation von E. coli Zellen durch Elektroporation

Zur Transformation von E. coli Zellen mittels Elektroporation wurde 1 pl Ligationsansatz oder
Plasmid-DNS mit 45 pl kompetenten Zellen gemischt. Die Zellen wurden in eine auf Eis
gekiihlte Elektroporationskiivette iiberfiihrt, die dann in einem Elektroporationsapparat (Gene
Pulser, Biorad) einem Stromsto (2,5 kV, 400 Q, 25 uF) ausgesetzt wurde. Die Zellsuspension
wurde sofort mit 1 ml LB-Medium verdiinnt und in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefif} iiberfiihrt.
Die Zellen wurden fiir 30-60 min unter Schiitteln bei 37°C inkubiert, bevor sie dann auf einer
LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen wurden. Die Platten wurden bei 37°C

uiber Nacht inkubiert.

2.1.6.3 Verwendete E.coli Stimme

Fiir Klonierungen wurde der E.coli Stamm MHI1 verwendet. Fiir die Expression rekombinanter
Proteine in E.coli wurde der E.coli Stamm BL21(DE3) oder XL1blue verwendet.

Genotyp des E.coli Stammes:

MH1: MC1061 Derivat; araD139, lacX74, galU, galK, hsr, hsm+, strA

XL1blue: E. coli K12, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac,
{F’, proAB, lacl"ZAM15, Tnl10 (Tet")}

BL21(DE3): E. coli B, F-, ompT, hsdSg(rg” mp’), galk dem (DE3)

2.1.6.4 Verwendete Medien fiir die Anzucht von E.coli

LB-Medium: 1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl
LBamp-Medium: LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin
LBkan-Medium:  LB-Medium mit 30 pg/ml Kanamycin

LB amp-Platten: 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Natriumchlorid, 1,5% Agar,
100 pg/ml Ampicillin
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2.1.7 Verwendete Plasmide

In Tabelle 2.1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide fiir die Transkription und

Translation radioaktiv markierter Proteine, sowie fiir die Expression rekombinanter Proteine in

E.coli mit Referenz angegeben.

Tabelle 2.1 Verwendete Plasmide

Plasmid

Referenz

Transkription/Translation

pGEM4-Tim13

Lutz et al., 2003

pGEM4-Su9(1-69)DHFR

Pfanner et al., 1987

pGEM3-Erv1

Terziyska et al., 2007

pGEM4-Ervl C30S

Terziyska et al., 2007

pGEM4-Ervl C30,33S

Terziyska et al., 2007

pGEM4-Ervl C133S

Terziyska et al., 2007

Expression rekombinanter Proteine in E.coli

pGEX-6P-1-Mia40(284-403) Diese Arbeit
pGEX-6P-1-Mia40(284-403) C1,2S | Diese Arbeit
pGEX-6P-1-M1a40(284-403) C1S | Diese Arbeit
pGEX-6P-1-M1a40(284-403) C2S | Diese Arbeit
pGEX-6P-1-M1a40(284-403) C3S | Diese Arbeit

pGEX-6P-1-Mia40(284-403) C6S

Terziyska et al., 2009

pGEX-6P-1-Mia40(284-403) C4,5S

Nadia Terziyska, unveroffentlicht

pGEX-6P-1-Mia40(284-403) C3,6S

Terziyska et al., 2009

pGEX-6P-1-Mia40(284-403) C5,6S

Nadia Terziyska, unveroffentlicht

pGEX-6P-1-Tim10

Diese Arbeit

pET24a+-Ervl

Lee et al., 2000

pMAL-cR-I-Hot13

Mesecke et al., 2008

pQE-40-Su9(1-69)DHFR

Stan et al., 2000
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2.1.8 Klonierungsstrategien

Klonierung von pGEX-6P-1-Mia40(284-403)

Die Aminoséduren 284 bis 403 von Mia40 wurden mittels PCR von pGEM4-Mia40 (erhalten von
Nadia Terziyska) mit den Primern Mia40For850BamHI und Mia40Sc_StBglXho amplifiziert.
Das resultierende PCR-Fragment wurde iiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol in

den Vektor pGEX-6P-1 (GE-Healthcare) kloniert.

Mia40For850BamHI 5’-CTC GGA TCC GCT TAT AAC CCA GAC ACT GG-3’
Mia40Sc_StBglXho 5’-CTC CTC GAG AGA TCT TTA AGG TTT GGA TTC CTC
ATT C-3°

Klonierung von pGEX-6P-1-Mia40(284-403) C1,2S

Die Aminosduren 284 bis 403 von Mia40 wurden mit den Primern Mia40For850BamHI und
Mia40Sc_StBglXho von dem Plasmid pGEM4-Mia40-His-C1,2S (erhalten von Nadia Terziyska)
amplifiziert und mittels der Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol in den Vektor pGEX-6P-1

eingefiigt.

Klonierung von pGEX-6P-1-Mia40(284-403) C1S
Die Aminoséduren 284 bis 403 von Mia4(0 wurden mittels PCR von dem Plasmid pGEM4-Mia40
C1S (erhalten von Christian Kozany) mit den Primern Mia40For850BamHI und
Mia40Sc_StBglXho amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde iiber die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Xhol in den Vektor pGEX-6P-1 kloniert.

Klonierung von pGEX-6P-1-Mia40(284-403) C2S
Die Aminoséduren 284 bis 403 von Mia40 wurden mittels PCR von dem Plasmid pGEM4-Mia40
C2S (erhalten von Christian Kozany) mit den Primern Mia40For850BamHI und
Mia40Sc_StBglXho amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde iiber die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Xhol in den Vektor pGEX-6P-1 kloniert.

Klonierung von pGEX-6P-1-Mia40(284-403) C3S
Die Aminoséduren 284 bis 403 von Mia4(0 wurden mittels PCR von dem Plasmid pGEM4-Mia40
C3S (erhalten von Christian Kozany) mit den Primern Mia40For850BamHI und
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Mia40Sc_StBglXho amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde iiber die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Xhol in den Vektor pGEX-6P-1 kloniert.

Klonierung von pGEX-6P-1-Tim10

Tim10 wurde mittels PCR von dem Plasmid pGEM4-Tim10 (erhalten von Nadia Terziyska) mit
den Primern BamHI_Tim10for und Tim10St_EcoRI amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde iiber
die Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRI in den Vektor pGEX-6P-1 kloniert.

BamHI_Tim10for 5’-CTC GGA TCC TCT TTC TTA GGT TTC GGT GG-3’
Tim10St_EcoRI  5’-GAG GAA TTC CTA AAA CTT ACC GGC TGC-3’

Klonierung von pGEM4-Erv1 C30S

Ervl wurde mit den Primern ErvI-N und Erv1-C mittels PCR von dem Plasmid pYX142-Ervl
C30S (erhalten von Melanie Bien) amplifiziert und das resultierende PCR-Produkt iiber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und PstI in den Vektor pGEM4 kloniert.

Ervl-N 5’-CTC GGA TCC ACC ATG AAA GCA ATA GAT AAA ATG-3’
Ervl-C 5°-CTC CTG CAG TTA TTC GTC CCA GCC GTC C-3’

Klonierung von pGEM4-Erv1 C30,33S

Ervl wurde mit den Primern ErvI-N und Erv1-C mittels PCR von dem Plasmid pYX142-Ervl
C30,33S (erhalten von Melanie Bien) amplifiziert und das resultierende PCR-Produkt iiber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und PstI in den Vektor pGEM4 kloniert.

Klonierung von pGEM4-Ervl C133S

Ervl wurde mit den Oligonukleotiden Ervl-N und Ervl-C mittels PCR von dem Plasmid
pYX142-Ervl C133S (erhalten von Melanie Bien) amplifiziert und das resultierende PCR-
Produkt iiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und PstI in den Vektor pGEM4 kloniert.
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2.1.9 Hefetransformation

Der zu transformierende Hefestamm wurde iiber Nacht bei 30°C unter Schiitteln in YPD- oder
YPGal-Medium angezogen und am nédchsten Morgen auf eine ODgpp von etwa 0,2 in 50 ml
Medium verdiinnt. Nachdem eine ODgy von etwa 0,5 erreicht wurde, wurden die Zellen durch
Zentrifugation (1500 g, 3 min, RT) sedimentiert, mit sterilem H,O gewaschen und in 1 ml 100
mM Lithiumacetat resuspendiert. Die Suspension wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefil} iiberfiihrt,
zentrifugiert (7500 g, 15 s, RT) und das Zellsediment in 400 pul 100 mM Lithiumacetat
aufgenommen. Je Transformationsansatz wurden 50 ul dieser Suspension sedimentiert (3000 g, 5
min, RT) und der Uberstand verworfen. Danach wurden zu den Zellen 240 ul 50% (w/v) PEG
3350, 36 ul 1 M Lithiumacetat, 5 ul einzelstringige Lachsspermien-DNS (10 mg/ml) sowie 5-50
ul der zu transformierenden DNS gegeben und mit sterilem H,O auf 360 pl aufgefiillt. Der
Ansatz wurde 1 min sehr gut gemischt, fiir 30 min bei 30°C inkubiert und anschlieend weitere
20 min bei 42°C inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (15 s, 6000 g, RT), in 200 pul
sterilem H,O aufgenommen und auf Selektiv-Platten ohne den entsprechenden

Auxotrophiemarkern ausgestrichen.

YPD-Medium: 1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Bacto-Pepton, pH 5,5, 0,1% (v/v) Glukose
YPGal-Medium: 1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Bacto-Pepton, pH 5,5, 0,5% (v/v) Galaktose

Selektiv-Platten: 0,17% (w/v) Hefe Nitrogen Base ohne Aminoséuren, 0,5% (w/v) Ammonium-

sulfat, 2% (w/v) Glukose oder 2% (w/v) Galaktose, 2% (w/v) Agar,

supplementiert mit entsprechenden Auxotrophiemarkern

2.1.10 Verwendete Hefestimme

Tabelle 2.2 Verwendete Hefestimme

Stamm Referenz

D273-10b Deutsche Stammsammlung fiir Mikroorganismen

W303 Rothstein RJ, 1983

YPH499 Sikorski und Hieter, 1989

GAL-Mia40 | Terziyska et al., 2005

GAL-Tim23 | Terziyska et al., 2007
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2.2 Proteinbiochemische Methoden
2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden entsprechend ihres Molekulargewichts unter denaturierenden Bedingungen
durch diskontinuierliche SDS-PAGE (Laemmli, 1970) aufgetrennt. Es wurden zwei
Elektrophoresesysteme unterschiedlicher Grofle benutzt. Grofle Gele bestanden aus Bodengel (1
x 15 x 0,1 cm), Trenngel (9 x 15 x 0,1 cm) und Sammelgel (2 x 15 x 0,1 cm). Das zweite
Elektrophoresesystem fiir kleinere Gele von der Firma BioRad bestand aus Sammelgel (1,5 x 7,2
x 0,1 cm) und Trenngel (5,5 x 7,2 x 0,1 cm). Die Konzentration des Acrylamids im Trenngel
variierte zwischen 8 und 16% (w/v), je nach Grée der zu trennenden Proteine. Die Proben
wurden mit Laemmli-Puffer versetzt, mit oder ohne 5% (v/v) p-mercaptoethanol, um
reduzierende oder nicht-reduzierende Bedingungen fiir die Elektrophorese zu schaffen. Die
Elektrophorese groer Gelen erfolgte bei 35 mA fiir etwa 2 h, kleine Gele liefen bei 25 mA fiir
etwa 45 min. Im Anschluf} an die Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine entweder fiir
die Immundekoration auf eine Nitrozellulose-Membran {iibertragen oder durch Férben des Gels

mit Coomassie oder Silber nachgewiesen.

Trenngellosung: 8-16% (w/v) Acrylamid, 0,8% (w/v) Bisacrylamid, 375 mM Tris-HCI
pH 8.8, 0,1% (w/v) SDS, 0,05% (w/v) APS, 0,25% (w/v) TEMED

Sammelgelldsung: 5% (w/v) Acrylamid, 0,03% (w/v) Bisacrylamid, 60 mM Tris-HCI pH
6,8, 0,1% (w/v) SDS, 0,05% (w/v) APS, 0,25% (w/v) TEMED

Laufpuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,3, 0,38 M Glycin, 0,1% (w/v) SDS

Laemmli-Puffer: 60 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% (v/v) Glycerin, 0,05% (w/v)
Bromphenolblau pH 6,8

2.2.2 Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um eine bessere Auftrennung der mit AMS modifizierten Formen von Tim10 im Bereich von 10-
20 kDa zu erhalten, wurde eine Tricin-SDS-PAGE durchgefiihrt. Dazu wurden grofie Gele
verwendet (siehe 2.2.1), die Proben wurden mit Laemmli-Puffer versetzt und die Elektrophorese
fand iiber Nacht (etwa 18 h) bei 15-20 mA statt.

Fiir ein 16%iges Trenngel wurden 5 ml Trenngellosung, 5 ml Gelpuffer, 1,55 ml Glycerol und
3,45 ml H,O gemischt und mit 0,05% (w/v) APS und 0,25% (w/v) TEMED versetzt. Fiir ein
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Sammelgel wurden 0,4 ml Sammelgellosung, 1,25 ml Gelpuffer und 3,35 ml H,O gemischt und
mit 0,05% (w/v) APS und 0,25% (w/v) TEMED versetzt.

Trenngellosung: 93 g Acrylamid, 6 g Bisacrylamid auf 200 ml H,O

Sammelgelldsung: 96 g Acrylamid, 3 g Bisacrylamid auf 200 ml H,O
Gelpuffer: 181,65 g Tris pH 8,45, 1,5 g SDS auf 500 ml H,O
Kathodenlaufpuffer: 0,1 M Tris pH 8,25, 0,1 M Tricin, 3,4 mM SDS
Anodenlaufpuffer: 0,2 M Tris-HCI pH 8,9

2.2.3 Harnstoff-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Analyse der Proteasebehandlung von Mia40 mit Trypsin wurde eine Harnstoff-SDS-PAGE
durchgefiihrt. Die Elektrophorese fand bei 25 mA fiir 4-5 h statt.

Trenngellosung: 20% (w/v) Acrylamid, 0,25% (w/v) Bisacrylamid, 6 M Harnstoff, 0,1%
(w/v) SDS, 0,75 M Tris-HCI pH 8,8, 0,05% (w/v) APS, 0,25% (w/v)
TEMED

Sammelgellosung: 5% (w/v) Acrylamid, 0,07% (w/v) Bisacrylamid, 6 M Harnstoff, 125 mM
Tris-HC1 pH 6,8, 0,1% (w/v) SDS, 0,05% (w/v) APS, 0,25% (w/v)
TEMED

Laufpuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS

2.2.4 Coomassie-Fiarbung von Polyacrylamid-Gelen

Um elektrophoretisch aufgetrennte Proteine mit Coomassie-Blau anzufidrben, wurde das Trenngel
mindestens 30 min in Firbelosung (30% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsdure, 0,5% (w/v)
Coomassie-Blau R) geschwenkt und anschlieBend in Entfirbelosung (30% (v/v) Methanol, 10%

(v/v) Essigsdure) entférbt, bis die blau gefarbten Proteinbanden deutlich sichtbar waren.

2.2.5 Silberfiarbung von Polyacrylamid-Gelen

Das Trenngel wurde 30-60 min in Fixierlosung (50% (v/v) Methanol, 12% (v/v) Essigsiure, 50
ul 37%iges Formaldehyd je 100 ml) geschwenkt. Es folgten zwei Waschschritte in 50% (v/v)

Ethanol fiir jeweils 10 min bevor das Gel eine Minute in 0,02% (w/v) Natriumthiosulfatlosung
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inkubiert wurde. Nach dreimaligem Waschen mit H,O wurde das Gel fiir 15 min in 0,2% (w/v)
Silbernitratlosung, versetzt mit 75 ul 37%iges Formaldehyd je 100 ml, geschwenkt. Zwei weitere
kurze Waschschritte in H,O folgten, bevor das Gel fiir 5-10 min in Entwicklerlosung (6% (w/v)
Natriumcarbonat, 2 ml 0,02% (w/v) Natriumthiosulfatlosung je 100 ml, 50 pl 37%iges
Formaldehyd je 100 ml) inkubiert wurde. Um die Entwicklung zu stoppen, wurde das Gel
anschlieBend in 50 mM EDTA pH 8,0 geschwenkt.

2.2.6 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen (Westernblot)

Die in der PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels des sogenannten semi dry-Verfahrens
auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (Khyse-Anderson, 1984). Dazu wurden zuerst das
Gel, die Membran und vier Lagen Whatman-Filterpapier in Transferpuffer (20 mM Tris, 150 mM
Glycin, 20% (v/v) Methanol, 0,08% (w/v) SDS) getrinkt. Zwei Lagen Filterpapier wurden auf
einer Graphitanode plaziert, worauf die Membran, das Gel und zwei weitere Lagen Filterpapier
folgten. Dieser Stapel wurde mit der Kathode bedeckt. Der Transfer erfolgte bei 2 mA/cm? fiir 1
h. Dies entsprach bei den hier benutzten Gelen der Gréfe von etwa 15 x 9 cm einer Stromstéirke
von 200 mA. Die auf die Nitrozellulose-Membran transferierten Proteine wurden reversibel mit

Ponceau-Losung (0,2% (w/v) Ponceau S, 3% (w/v) Trichloressigsdure (TCA)) angefirbt.

2.2.7 Autoradiographie und Densitometrie

Das Signal radioaktiv markierter Proteine, die auf eine Nitrozellulose-Membran {ibertragen
worden waren, wurde auf einem Rontgenfilm exponiert. Dazu wurde der Film auf die getrocknete
Nitrozellulose-Membran aufgelegt und nach entsprechender Expositionsdauer entwickelt. Die auf
dem Rontgenfilm sichtbaren Banden wurden mit Hilfe eines Durchlichtscanners (Amersham
Biosciences) eingelesen und ihre Intensitit mit dem Programm ImageMaster (Amersham

Biosciences) quantifiziert.
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2.2.8 Synthese radioaktiv markierter Vorstufenproteine in vitro

Die zu synthetisierenden Vorstufenproteine wurden in pGEM-Vektoren unter die Kontrolle des
Sp6 oder T7 Promotors kloniert. Die Translation wurde in Gegenwart von >>S-Methionin oder

S-Methionin und *’S-Cystein durchgefiihrt.

2.2.8.1 In vitro Transkription

Die in vitro Transkription wurde in modifizierter Form nach Melton durchgefiihrt (Melton DA,
1984). Der Transkriptionsansatz von 100 pl enthielt 20 pl 5x Transkriptionspuffer (200 mM Tris-
HCI pH 7,5, 50 mM NaCl, 30 mM MgCl,, 10 mM Spermidin), 10 pul 0,1 M DTT, 4 ul RNAsin
(40 U/ul), 20 pl NTPs (je 10 mM), 5,2 ul m7G(5’)ppp(5°)G, 3 ul Sp6- oder T7-RNS-
Polymerase, 27 ul H,O sowie 10 pl Plasmid-DNS. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 37°C inkubiert.
Nach der Zugabe von 10 pl Lithiumchlorid und 300 pl Ethanol wurde der Mix weitere 30 min bei
20°C inkubiert und anschlieBend die RNS durch Zentrifugation (25000 g, 20 min, 4°C)
prizipitiert. Das RNS-Sediment wurde mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in sterilem

H>0 mit 1 pl RNAsin (40 U/ul) aufgenommen. Aliquots wurden bei -80°C aufbewabhrt.

2.2.8.2 In vitro Translation

Die in vitro Translation wurde nach Pelham durchgefiihrt (Pelham und Jackson, 1976). Fiir den
Translationsansatz wurden 50 ul Kaninchenretikulozytenlysat (Promega), 20 U RNAsin, 1,75 pl
Aminosduremix (je 1 mM, alle proteinogenen Aminosduren ohne Methionin und Cystein), 6 ul
3S-Methionin und **S-Cystein sowie 3,5 ul 15 mM Magnesiumacetat und 12,5 ul RNS gemischt.
Nach Inkubation von 1 h bei 30°C und der anschlieBenden Zugabe von 58 mM Methionin und
Cystein sowie 12 pl Saccharose (1,5 M) wurden Ribosomen und aggregierte Proteine
abzentrifugiert (30 min, 90000 g, 4°C). Der Uberstand wurde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.8.3 Transkription-Translation gekoppeltes System (TNT)

Ein TNT-Reaktionsansatz von 50 ul enthielt 25 pl TNT-Kaninchenretikulozytenlysat (Promega),
2 ul TNT-Reaktionspuffer, 1 ul TNT Sp6 oder T7 RNS-Polymerase, 1 ul Aminosduremix (alle
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proteinogenen Aminosiuren ohne Methionin und Cystein, je 1 mM), 4 ul *>S-Methionin und **S-
Cystein, 1 ul RNAsin (40 U/ul), 1 ul Plasmid-DNS. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 30°C inkubiert
und der Einbau des radioaktiven Methionins und Cysteins wurde durch Zugabe von 12 ul 58 mM
nicht radioaktiv markierten Methionins und Cysteins gestoppt. Nach Zugabe von 8 ul Saccharose
(1,5 M) wurden Ribosomen und aggregierte Proteine abzentrifugiert (30 min, 90000 g, 4°C). Der

Uberstand wurde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte nach der Methode von Bradford
(Bradford, 1976) mit dem BioRad-Proteinassay. Dazu wurden Proteinlosungen in einem
Volumen von 1-10 pl mit 1 ml Bradford-Reagenz (1:5 verdiinnt) gemischt und fiir 10 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion bei 595 nm gemessen und mit Hilfe einer
Eichkurve die Konzentration bestimmt. Fiir die Eichkurve wurden die Extinktionen der IgG-

Konzentrationen von 3, 6, 12 und 24 pug/ml gemessen.

2.2.10 Fillung von Proteinen mit Trichloressigsiure

Um Proteine aus einer Losung zu fillen und Redoxreaktionen sehr schnell stoppen zu konnen,
wurde TCA zu einer finalen Konzentration von 12% zugegeben und fiir 30 min bei -20°C
inkubiert. Die gefillten Proteine wurden bei 20000 g fiir 20 min abzentrifugiert. Das Prizipitat
wurde mit eiskaltem Aceton gewaschen und nach erneuter Zentrifugation (20000 g, 15 min) 5
min bei RT getrocknet. AnschlieBend wurde das gefillte Protein in gewiinschtem Puffer wieder

gelost und weiterbehandelt.

2.2.11 Fillung von Proteinen mit Ammoniumsulfat

Zur Fillung einer wilrigen Proteinlosung wurde diese dreimal mit 2/3 des Volumens gesittigter
Ammoniumsulfatlosung gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proteine bei 20000 g fiir 20 min bei 4°C abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das

Sediment in gewiinschtem Puffer und Volumen aufgenommen.
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2.2.12 Expression und Reinigung von Mia40 und Cysteinvarianten von Mia40

Der Aminosdureabschnitt 284-403 von Mia40 wurde als GST-Fusionsprotein von dem Vektor
pGEX-6P-1 in E.coli XL1blue Zellen exprimiert. Eine Ubernachtkultur von E.coli wurde in 3 1
LBamp auf eine ODggpo von etwa 0,1 verdiinnt und bis zu einer ODggpo von 0,5-0,8 bei 37°C
wachsen gelassen. Durch die Zugabe von IPTG (1 mM) wurde die Expression des rekombinanten
Proteins induziert. Nach etwa 4-5 h Schiitteln bei 37°C wurde die Kultur abzentrifugiert (10 min,
2000 g, RT), gewaschen und das Sediment in 60 ml Lysepuffer (20 mM Tris-HCI pH 7,0, 200
mM NaCl, 1 mM PMSF) und 0,2 mg/ml Lysozym aufgenommen. Nach 15 miniitigem
Uberkopfschiitteln bei 4°C wurden die Zellen durch Sonifizierung (Branson sonifier, 10 x 12 s,
setting 4, 80% duty cycle) aufgebrochen. Zellbruchstiicke wurden durch Zentrifugation (20000 g,
30 min, 4°C) sedimentiert. 8 ml Glutathion-Sepharose (Amersham Biosciences) wurden in einer
Sdule (BioRad) mit Lysepuffer voriquilibriert und der Uberstand geladen. AnschlieBend wurde
die Sdule mit 20 Volumen Lysepuffer gewaschen, um ungebundenes Material zu entfernen. Die
Glutathion-Sepharose wurde nun in 30 ml Lysepuffer ohne PMSF aufgenommen, in ein
Reaktionsrohrchen {iiberfiihrt und Prescission Protease (0,05 mg/ml) zugegeben. Nach einer
Inkubation von 3 h bei 30°C wurde geschnittenes Mia40(284-403) eluiert.

Die eluierte Fraktion enthielt neben monomerem Mia40 auch Spezies von Mia40, die iiber
intermolekulare Disulfidbriicken verbunden waren. Um eine homogene Fraktion von
monomerem Mia40 zu erhalten, wurde das Gemisch iiber eine Superdex75 Gelfiltrationssdule
aufgetrennt. Dazu wurde die Proteinlosung zunichst durch Ultrazentrifugation (Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Devices) auf ein Volumen von etwa 1,5 ml eingeengt. 5 mg Protein wurden in einem
Volumen von 500 pl auf eine mit Puffer (20 mM Tris-HCI pH 7,0, 40 mM NaCl) voréquillibrierte
Superdex75 Gelfiltrationssidule appliziert. Mia40 wurde mit 1,5 Sdulenvolumen Puffer und einer Flussrate
von 0,5 ml/min in 500 pl Fraktionen eluiert. Die entsprechenden 0,5 ml Fraktionen wurden

aliquotiert, in Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.13 Expression und Reinigung von Tim10

E.coli BL21(DE3) Zellen, welche das Plasmid pGEX-6P-1-Tim10 zur Expression von GST-
Tim10 enthielten, wurden in 250 ml LB anp bei 37°C bis zu einer ODggo von 0,5 kultiviert. Durch
Zugabe von 1 mM IPTG wurde die Uberexpression von rekombinantem Tim10 fiir etwa 3 h

induziert. Die Zellen wurden geerntet (10 min, 2000 g, RT), in 20 ml Lysepuffer (50 mM Tris-
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HCI pH 7,0, 150 mM NacCl, 10 mM DTT, 1 mM PMSF) und 0,2 mg/ml Lysozym resuspendiert
und fiir 10 min bei 4°C iiberkopfgeschiittelt. Durch Sonifizierung (Branson sonifier, 10 x 12 s,
setting 4, 80% duty cycle) wurden die Zellen aufgeschlossen. Nach einer Zentrifugation von 30
min bei 20000 g befand sich GST-Tim10 iiberwiegend im Sediment (inclusion bodies), welches
in 20 ml Lysepuffer und 8 M Harnstoff solubilisiert und fiir 1 h bei RT inkubiert wurde. Die
Renaturierung des Proteins erfolgte in einer 10-fachen Verdiinnung in Lysepuffer ohne DTT bei
4°C iiber Nacht. Um aggregiertes Material zu entfernen, wurde die Losung fiir 20 min (20000 g,
4°C) zentrifugiert. 1,5 ml Glutathion-Sepharose wurden in einer Séule (BioRad) mit Lysepuffer
ohne DTT voriquilibriert und der Uberstand geladen. Die Siule wurde mit 40 Volumen
Lysepuffer ohne DTT gewaschen. Die in 5 ml Lysepuffer ohne DTT aufgeschlemmte Glutathion-
Sepharose wurde in ein Reaktionsrohrchen iiberfithrt und 0,05 mg/ml Prescission Protease
zugegeben. Nach einer Inkubation von 2 h bei 4°C wurde das geschnittene Tim10 eluiert. Die

Proteinlosung wurde aliquotiert, in Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.14 Expression und Reinigung von Ervl

Ervl wurde mit N-terminalem Hexahistidinanhang (HisErv1) von dem Vektor pET24a+ in E.coli
BL21(DE3) Zellen exprimiert. 100 ml einer Ubernachtkultur wurden in 1 1 LBka, verdiinnt und
die Expression mit 1 mM IPTG fiir 16 h bei 28°C induziert. Die Zellen wurden geerntet (10 min,
2000 g, RT) und in 20 ml Lysepuffer (50 mM Natriumphosphat pH 8,0, 50 mM NaCl, 20 mM
Imidazol, 1 mM PMSF) und 0,2 mg/ml Lysozym aufgenommen. Nach 15 miniitigem
Uberkopfschiitteln bei 4°C wurden die Zellen durch Sonifizierung (Branson sonifier, 10 x 12 s,
setting 4, 80% duty cycle) aufgebrochen. Um Zellbruchstiicke zu entfernen, wurde die Losung fiir
20 min bei 20000 g (4°C) zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. 1 ml NiNTA-Agarose
(Qiagen) wurde in einer Siule mit Lysepuffer voriquilibriert und der Uberstand geladen. Die
Sédule wurde dreimal mit 5 ml Lysepuffer gewaschen, bevor HisErvl mit Elutionspuffer (50 mM
Natriumphosphat pH 8,0, 50 mM NaCl, 250 mM Imidazol, 1 mM PMSF) in 1 ml Fraktionen
eluiert wurde. Die Fraktionen mit der hochsten Proteinkonzentration waren durch das von Ervl
gebundene FAD gelb gefirbt und wurden aliquotiert, in Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
aufbewahrt.
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2.2.15 Expression und Reinigung von Hot13

E.coli BL21(DE3) Zellen, welche das Plasmid pMAL-cRI-Hot13 zur Expression von MBP-
Hot13 enthielten, wurden in 0,5 1 LBamp bei 37°C bis zu einer ODggo von 0,5 kultiviert. Durch
Zugabe von 1 mM IPTG wurde die Uberexpression von rekombinantem Hot13 fiir etwa 3 h
induziert. Die Zellen wurden geerntet, in 20 ml Lysepuffer (20 mM Tris-HCI pH 7,0, 200 mM
NaCl, 1T mM PMSF) und 0,2 mg/ml Lysozym resuspendiert und fiir 15 min bei 4°C
iiberkopfgeschiittelt. Durch Sonifizierung (Branson sonifier, 10 x 12 s, setting 4, 80 % duty cycle)
wurden die Zellen aufgeschlossen und die Losung fiir 20 min bei 20000 g (4°C) zentrifugiert. 2
ml Amylose (New England BiolLabs) wurden in einer Saule (BioRad) mit Lysepuffer
vordquilibriert und der Uberstand geladen. Die Sidule wurde mit 25 Volumen Lysepuffer
gewaschen. AnschlieBend wurde MBP-Hot13 mit 20 mM Tris-HCI1 pH 7,0, 200 mM NaCl und
10 mM Maltose in zehn 0,5 ml Fraktionen eluiert. Diese wurden aliquotiert, in Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.16 Proteinmodifikation mit 4-Acetamido-4’-Maleimidylstilbene-2,2’-
disulfonsaure (AMS)

Um den Redoxstatus von gereinigtem Mia40 zu untersuchen, wurde das Protein in 20 mM Tris-
HCI pH 7,0, 40 mM NaCl je nach Experiment zuerst mit 5 mM DTT bei 25°C oder 95°C
behandelt oder ohne DTT bei der entsprechenden Temperatur inkubiert und anschliefend mit
oder ohne 15-30 mM AMS (Invitrogen) fiir 30-60 min bei 25°C weiterinkubiert. Diese Substanz
fiihrt zu einer Modifikation von Cysteinresten durch die Alkylierung freier Thiolgruppen.
Dadurch wird der Redoxzustand des Proteins ,,eingefroren®, da die modifizierten Thiolgruppen
nicht weiter reagieren konnen. AMS hat ein Molekulargewicht von 500 Da und fiihrt dadurch
auBerdem zu einem sichtbaren Mobilititsunterschied der modifizierten Proteine in SDS-

Polyacrylamid-Gelen.

2.2.17 Erzeugung verschiedener Redoxzustinde gereinigter Proteine

In den Experimenten zur Rekonstitution des Disulfidtransfersystems wurden verschiedene
Redoxformen von Mia40 eingesetzt. Um Mia40 partiell zu reduzieren, wurde das Protein mit 5

mM DTT fiir 10 min bei 25°C inkubiert. Die Entfernung des DTT erfolgte durch Gelfiltration
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mittels einer NAPS-Sdule (GE Healthcare). Mia40 wurde, wenn nicht anders angegeben, in 20
mM Tris-HCI pH 7,0, 40 mM NaCl, 1 mM EDTA reisoliert. Vollstindig reduziertes Mia40
wurde durch Hitzedenaturierung bei 95°C fiir 10 min in Gegenwart von 5 mM DTT erzeugt. DTT
wurde wie fiir partiell reduziertes Mia40 beschrieben, entfernt.

Als Substrate wurden reduziertes Mia40C-C1,2S und Tim10 verwendet. Mia40C-C1,2S wurde
wie fiir Mia40 beschrieben, vollstindig reduziert und reisoliert. Tim10 wurde fiir 10 min bei

95°C mit 10 mM DTT reduziert und DTT wie zuvor beschrieben entfernt.

2.3 Methoden der Zellbiologie

2.3.1 Kultivierung von S. cerevisiae

Hefe wurde iiblicherweise auf Laktatmedium, ergéinzt mit 0,1% (v/v) Glukose oder 0,5% (v/v)
Galaktose oder YPD- bzw. YPGal-Medium gezogen. Fliissigkulturen wurden in
Erlenmeyerkolben bei 140 Upm in Schiittlern bei 30°C inkubiert. Zum Animpfen der
Fliissigkulturen wurden Zellen aus einem Glycerolstock (15% (v/v)) oder von einer Agarplatte
verwendet.

Fiir die Priparation von Mitochondrien wurden die jeweiligen Hefestimme etwa drei Tage in
steigenden Volumina kultiviert, wobei darauf geachtet wurde, eine ODgy von 1,2 nicht zu
iiberschreiten. Zur Depletion von Mia40 wurde der Hefestamm, der das MIA40-Gen unter der
Kontrolle des GALI10-Promotors enthilt, zunidchst etwa zwei Tage in 0,5% (v/v)
galaktosehaltigem Laktatmedium angezogen. AnschlieBend wurde die Kultur abzentrifugiert und
die Zellen in sterilem H,O gewaschen. Das Sediment wurde in 0,1% (v/v) glukosehaltigem
Laktatmedium aufgenommen und die Zellen fiir 16 h weiterkultiviert. Zur Depletion von Ervl
wurde der GAL-Ervl-Hefestamm fiir drei Tage in 0,1% (v/v) glukosehaltigem Laktatmedium
angezogen. Um Mia40 oder Ervl iiberzuexprimieren, wurden der GAL-Mia40- oder der GAL-

Erv1-Stamm in Laktatmedium mit 0,5% (v/v) Galaktose kultiviert.

Laktatmedium: 3 g/l Hefeextrakt, 1 g/l Galaktose, 1 g/l Kaliumphosphat,1 g/l Ammonium-
chlorid, 0,5 g/l Kalziumchlorid, 0,5 g/l NaCl, 0,6 g/l Magnesiumsulfat, 0,3 ml/I
Eisen(Ill)chlorid (1%), 2% (w/v) Laktat pH 5,5

YPD-Platten: 2% (w/v) Hefeextrakt, 4% (w/v) Bacto-Pepton, 2% (w/v) Glukose, 2% (w/v)
Agar pH 5,5
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YPGal-Platten: 2% (w/v) Hefeextrakt, 4% (w/v) Bacto-Pepton, 2% (w/v) Galaktose, 2% (w/v)
Agar pH 5,5

2.3.2 Gewinnung von Gesamtzellprotein aus S. cerevisiae

Hefezellen wurden zur Gewinnung von Gesamtzellprotein alkalisch aufgeschlossen. Dazu
wurden die Zellen (etwa 2,5 ODggo) geerntet und in 100 ul H,O resuspendiert. Nach Zugabe von
100 pl 0,2 M NaOH und einer Inkubation von 5 min bei RT wurde der Ansatz sedimentiert (1
min, 35000 g, RT) und in 50 pl Laemmli-Puffer resuspendiert, fiir 3 min auf 95°C erhitzt und
erneut sedimentiert (5 min, 35000 g, RT). Der Uberstand wurde mittels SDS-PAGE analysiert.

2.3.3 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Hefezellen, die bis zu einer ODgy von 1-1,5 gewachsen waren, wurden durch Zentrifugation (5
min, 3000 g, RT) geerntet, mit H,O gewaschen und nach der Bestimmung des Feuchtgewichts in
100 mM Tris-HCI pH 9,4, 10 mM DTT bei einer Konzentration von 0,5 g/ml resuspendiert. Nach
einer Inkubation von 15 min bei 30°C unter Schiitteln und erneuter Zentrifugation (5 min, 3000
g, RT) wurden die Zellen in 1,2 M Sorbitol gewaschen und pro Gramm Feuchtgewicht in 6,7 ml
1,2 M Sorbitol, 0,45 mg/ml Zymolyase und 20 mM Kaliumphosphat pH 7,4 resuspendiert. Diese
Suspension wurde 30-60 min bei 30°C geschiittelt, um die Zellwand zu lysieren. Alle weiteren
Schritte wurden auf FEis durchgefiihrt. Die entstandenen Sphéroblasten wurden durch
Zentrifugation (5 min, 2000 g, 4°C) geerntet und in Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol, 10
mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA, 0,2% (w/v) BSA, 1 mM PMSF) bei einer Konzentration von
0,15 g/ml resuspendiert. Die Suspension wurde in einen Glashomogenisator gegeben und die
Zellen wurden durch zehn St6Be aufgebrochen. Noch verbliebene intakte Zellen, Membranen und
Zellkerne wurden durch Zentrifugation (2 x 5 min, 2000 g) abgetrennt.

Mitochondrien wurden durch Zentrifugation bei 12000 g fiir 12 min sedimentiert, in 25 ml SH-
Puffer (0,6 M Sorbitol, 20 mM HEPES-KOH pH 7,3) resuspendiert und erneut bei 2000 g fiir 5
min zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurden die Mitochondrien durch Zentrifugation bei 17000
g fiir 12 min isoliert und in 0,5-1,5 ml SH-Puffer aufgenommen. Die Proteinkonzentration wurde
nach Bradford bestimmt und auf 10 mg/ml eingestellt, bevor Aliquots der gereinigten

Mitochondrien in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert wurden.
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2.3.4 Proteinimport in isolierte Mitochondrien

Fiir den Import von Proteinen in Mitochondrien wurde SI-Puffer verwendet (3% BSA, 0,6 M
Sorbitol, 80 mM KCI, 10 mM Magnesiumacetat, 2 mM Kaliumphosphat, 2,5 mM
Manganchlorid, 2,5 mM EDTA, 50 mM HEPES-KOH pH 7.4). Alle Importreaktionen wurden,
sofern nicht anders angegeben, in Anwesenheit von 2 mM ATP und 4 mM NADH durchgefiihrt.
Substratproteine von Mia40 wurden in Anwesenheit von 2 mM B-mercaptoethanol importiert.
Fiir eine Importreaktion wurden 50 pug Mitochondrien mit 1-3 % (v/v) Retikulozytenlysat,
welches das zu importierende Protein enthielt, bei 25°C oder 30°C fiir 1-30 min inkubiert. Die
Reaktion wurde durch zehnfache Verdiinnung in kaltem SH-Puffer gestoppt. Zugéngliche
Proteine wurden durch Zugabe von Proteinase K (50 pg/ml) oder Trypsin (50 pg/ml) verdaut.
Nach 20 min Inkubation auf Eis wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 mM PMSF oder dem
20-fachen UberschuB an Sojabohnen-Trypsininhibitor gestoppt. Die Mitochondrien wurden
abzentrifugiert (10 min, 14000 rpm, 4°C), mit SH-Puffer, 80 mM KCI gewaschen und erneut
sedimentiert. Anschlieend wurden die Mitochondrien in Laemmli-Puffer aufgenommen und die

Proteine mittels SDS-PAGE analysiert.

2.3.5 Priparation von Mitoplasten

Als Mitoplasten werden Mitochondrien bezeichnet, deren dulere Membran durch hypotones
Schwellen geoffnet wurde, wihrend die Innenmembran intakt bleibt. Dazu wurden
Mitochondrien zehnfach in 20 mM HEPES-KOH pH 7,3 verdiinnt und 20 min auf Eis inkubiert.
Die Mitoplasten wurden durch Zentrifugation (10 min, 14000 rpm, 4°C) reisoliert und in

Laemmli-Puffer aufgenommen.

2.3.6 Carbonatextraktion

Durch Carbonatextraktion ist es moglich, 18sliche und peripher mit der Membran assoziierte
Proteine von integralen Membranproteinen zu trennen. 50 pg sedimentierter Mitochondrien
wurden in 100 pl 0,1 M Natriumcarbonat pH 11,5 aufgenommen und fiir 30 min auf Eis

inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert (125000 g, 30 min, 4°C) und das Sediment, welches
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Membranproteine enthilt, in Laemmli-Puffer resuspendiert. Der Uberstand mit 16slichen

Proteinen wurde mit TCA gefillt und in Laemmli-Puffer gelost.

2.4 Immunologische Methoden
2.4.1 Antikorpernachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen

Nach dem elektrophoretischen Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen, wurden
unspezifische Bindungsstellen fiir Proteine auf der Membran durch eine Inkubation in TBS (154
mM NacCl, 10 mM Tris-HCI1 pH 7,5) mit 5% (w/v) Milchpulver oder 3% (w/v) BSA fiir 30 min
abgesittigt. Der immunologische Nachweis erfolgte durch Inkubation mit spezifischen Antiseren
oder gereinigten Antikdrpern in 5% (w/v) Milchpulver oder 3% (w/v) BSA in TBS fiir 2 h bei RT
oder iiber Nacht bei 4°C. AnschlieBend wurde die Membran dreimal fiir 5 min in TBS
gewaschen. Um gebundenen priméren Antikorper nachzuweisen, wurde die Membran fiir 45 min
in sekundidrem Antikorper, einem Konjugat aus Anti-Kaninchen-IgG und Meerrettich-Peroxidase
inkubiert (1:10000 in 5% (w/v) Milchpulver oder 3% (w/v) BSA in TBS). Die Membran wurde
erneut gewaschen (3 x 5 min in TBS), bevor sie fiir 1-2 min mit Luminol-Reagenz (1:1 Mischung
aus ECLI- und ECL2-Reagenz) vollstindig bedeckt und anschlieBend auf einem Rontgenfilm

exponiert wurde.

ECLI1: 300 pl Luminol (440 mg/10 ml DMSO) und 133 pl Cumarinsdure (150 mg/10 ml
DMSO) in 30 ml 100 mM Tris-HCI pH 8,5
ECL2: 18 ul H20,(30%) in 30 ml 100 mM Tris-HCl pH 8,5

2.4.2 Immunprazipitation

Um Proteininteraktionen zwischen Mia40 und Substratproteinen nachzuweisen, wurden
gereinigte Antikorper gegen Mia40 an Protein-A-Sepharose gebunden. Dazu wurden 30-50 ul der
Antikorperfraktion mit 25 pl in TBS gewaschenem Sédulenmaterial fiir 1,5 h bei 4°C inkubiert.

100 pg Mitochondrien wurden in Lysepuffer (1% (v/v) SDS, 50 mM Natriumphosphat pH 8,0,
300 mM NaCl, 1 mM PMSF)fiir 10 min bei RT inkubiert und in TBS mit 0,2% (v/v) Triton X-
100 20-fach verdiinnt. Nichtgelostes Material wurde durch Ultrazentrifugation (20 min, 45000
rpm, 4°C) entfernt, bevor der mitochondriale Extrakt mit der antikorperbeladenen Protein-A-

Sepharose gemischt und 2 h bei 4°C iiberkopfgeschiittelt wurde. Anschliefend wurde das
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Sdulenmaterial zweimal in TBS mit 0,2% (v/v) Triton X-100 und ein weiteres Mal in TBS

gewaschen. Gebundene Proteine wurden durch Ldmmli-Puffer unter reduzierenden oder

nichtreduzierenden Bedingungen (5 min, 95°C) vom Sdulenmaterial gelost.

2.5 Gerite
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3  Ergebnisse

Die Biogenese aller Proteine des Intermembranraums (IMR) erfordert nach der Synthese an
zytosolischen Ribosomen den Import in Mitochondrien. Kiirzlich wurde mit dem Mia40/Erv1-
Systems ein neuer Importweg im IMR beschrieben, dessen bekanntes Substratspektrum jedoch
bisher sehr klein ist. Hauptcharakteristikum der Substratproteine sind konservierte Cysteinreste,
angeordnet in bestimmten Sequenzmotiven und ein geringes Molekulargewicht zwischen 8 und
17 kDa. Die bislang bekannten Substratproteine konnen zwei Kategorien zugeordnet werden:
Substraten mit rwin CX3C-Motiv, wie die kleinen Tim-Proteine und Substraten mit twin CXyC-

Motiv, zu denen das Kupferchaperon Cox17 gehort.

3.1 Identifizierung von Ervl als Substrat des Mia40/Erv1-Systems

Es stellte sich die Frage, ob es weitere Substratproteine des Mia40/Erv1-Systems gibt, die zu
keiner dieser Kategorien gehoren. Ein moglicher Kandidat war die Sulfhydryloxidase Ervl, ein
22 kDa schweres Protein im IMR ohne mitochondriales Sortierungssignal. In Hefe enthilt es
sechs Cysteinreste, angeordnet in zwei CX,C-Motiven und einem strukturellen CX;¢C-Segment.
Bisher war nicht bekannt, wie Ervl in den IMR von Mitochondrien importiert wird. Deshalb
wurde in dieser Arbeit untersucht, welchen Importweg Ervl benutzt, um in sein Zielkompartment

zu gelangen.

3.1.1 Ervl-Vorstufenprotein wird in den IMR von isolierten Mitochondrien
transportiert

Um den Importmechanismus von Ervl zu studieren, wurde radioaktiv markiertes Ervl in
Retikulozytenlysat von Kaninchen synthetisiert und mit isolierten WT-Mitochondrien inkubiert.
Ervl war nach der Inkubation mit Mitochondrien assoziiert und ein Teil davon war gegen
zugegebene Proteinase K geschiitzt (Abbildung 3.1) Dieser Teil wurde also in Mitochondrien
importiert und war deshalb nicht fiir die Protease zuginglich. Um die submitochondriale
Lokalisation von Ervl zu bestimmen, wurden aus Mitochondrien Mitoplasten erzeugt, indem die
AuBenmembran der Mitochondrien durch Inkubation in hypotonischem Puffer gedffnet wurde.

Ervl blieb mit Mitoplasten assoziiert, wurde aber durch zugegebene Proteinase K abgebaut.
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Demnach befindet sich das importierte Ervl im Intermembranraum und ist mit mitochondrialen
Membranen assoziiert. Dies entspricht der Lokalisation des endogenen Ervl, welche durch
Immundekoration mit Antikérpern gegen Ervl nachgewiesen wurde und frithere Ergebnisse
bestitigte (Lange et al., 2001).

Das Ervl-Vorstufenprotein wurde also in isolierte Mitochondrien transportiert und in den IMR
sortiert, so dass der in vitro Ansatz benutzt werden kann, um den Importmechanismus von Ervl

im Detail zu studieren.

Endogenes Erv1 m‘-
TiMS0 | Sm———

TP P ——

Abbildung 3.1 Import von radioaktiv markiertem Erv1 in isolierte Mitochondrien

Radioaktiv markiertes Ervl-Vorstufenprotein wurde fiir 15 min bei 25°C mit isolierten WT-
Mitochondrien inkubiert. Mitoplasten wurden durch hypoosmotisches Schwellen in Hepespuffer
erzeugt. Mitochondrien und Mitoplasten wurden mit oder ohne Proteinase K (PK) behandelt und
die Proben mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Endogenes Ervl und
Markerproteine fiir die Matrix (Hepl) und die innere Membran (Tim50) wurden iiber
Immundekoration mit entsprechenden Antikérpern nachgewiesen, um die Subfraktionierung der
Mitochondrien zu kontrollieren. Sowohl fiir endogenes als auch fiir importiertes Ervl wurden
zwel Spezies detektiert, die sich durch unterschiedliche Mobilitit im SDS-Gel auszeichnen.

Vermutlich entstehen diese Produkte als Folge von zwei Startmethioninresten.
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3.1.2 Ervl wird iiber den TOM-Komplex importiert

Bisher untersuchte mitochondriale Proteine benutzen den TOM-Komplex, um iiber die dullere
Membran transportiert zu werden. Dies gilt auch fiir Proteine, die kein mitochondriales
Sortierungssignal besitzen, wie z. B. die kleinen Tim-Proteine des IMR.

Deshalb wurde untersucht, ob Ervl ebenfalls iiber den TOM-Komplex importiert wird. Dazu
wurde der Import von Ervl in Gegenwart von chemischen Mengen eines nichtmarkierten
Vorstufenproteins analysiert, welches fiir die Matrix bestimmt ist. Das verwendete
Vorstufenprotein  pSu9(1-69)DHFR*  besteht aus den ersten 69 Aminosdureresten der
Untereinheit 9 der F,Fo-ATPase, welche mit der Maus-Dihydrofolatreduktase verbunden sind,
und wird iiber den TOM- und TIM23-Komplex in die Matrix transportiert.

pSu9(1-69)-
DHFR* (uM) 0 0,85 1,7 34 0 085 1,7 3,4
o i -—
pErv1 pSu9(1-69)DHFR
@ 100"
°
) = pSu9(1-69)DHFR
= 60
]
k]
< 40
E 20
o
E

1,7 3,4

pSu9(1-69)DHFR* (uM)
Abbildung 3.2 Ervl wird iiber den TOM-Komplex importiert
Radioaktiv markiertes Erv1- oder pSu9(1-69)DHFR-Vorstufenprotein wurde in Anwesenheit von
steigenden Mengen rekombinanten pSu9(1-69)DHFR* fiir 10 min mit isolierten Mitochondrien
inkubiert. Die Proben wurden iiber SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Die Mengen an
importiertem radioaktiv markiertem Protein wurden jeweils als Prozent des importierten
Materials in Abwesenheit von rekombinantem pSu9(1-69)DHFR* dargestellt. Die Summe beider

Formen von Ervl wurde quantifiziert.

Die Translokation von Ervl in Mitochondrien war in Abhingigkeit von der zugegebenen Menge
an rekombinantem pSu9(1-69)DHFR* stark vermindert (Abbildung 3.2). Der Effekt war

vergleichbar mit der Kompetition des Imports des matrixadressierten Vorstufenproteins pSu9(1-
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69)DHFR. Diese Ergebnisse zeigen, dass der Importprozess von Ervl Schritte mit dem
generellen Importweg von mitochondrialen Matrixproteinen iiber den TOM- und TIM23-
Komplex gemeinsam hat. Nachfolgende Ergebnisse (siehe Kapitel 3.1.3) konnten allerdings die
Translokation von Ervl iiber den TIM23-Komplex ausschlieBen. Demnach findet die
Kompetition zwischen Ervl und Matrixprotein auf Ebene des TOM-Komplexes statt. Daraus
kann gefolgert werden, dass Ervl die duflere Membran der Mitochondrien durch den TOM-

Komplex passiert.

3.1.3 Der Import von Ervl ist nicht abhingig vom TIM23-Komplex

Fiir den Transport von Proteinen iiber den TIM23-Komplex werden als Triebkraft die Hydrolyse
von ATP sowie das Membranpotential an der Innenmembran benétigt. Um herauszufinden, ob
der TIM23-Komplex in den Importprozess von Ervl involviert ist, wurde untersucht, welchen
Einfluss die Depletion des Membranpotentials oder des ATP auf den Import von Ervl hat. Dazu
wurden isolierte WT-Mitochondrien entweder mit Apyrase und Oligomycin vorbehandelt, um
mitochondriales ATP zu depletieren oder mit dem Kaliumionen-Ionophor Valinomycin inkubiert,
um das Membranpotential abzubauen. AnschlieBend wurden diese Mitochondrien mit radioaktiv
markiertem Ervl- oder pSu9(1-69)DHFR-Vorstufenprotein inkubiert. Wie aus Abbildung 3.3A
hervorgeht, wurde der Import von Ervl weder durch die Depletion des ATP noch des
Membranpotentials beeintrachtigt. Im Gegensatz dazu war die Importeffizienz des
Kontrollproteins pSu9(1-69)DHFR unter beiden Bedingungen stark reduziert.

Das bedeutet, dass die Energiequellen, die vom TIM23-Komplex benutzt werden, fiir den Import
von Ervl nicht notwendig sind. Tatsdchlich war der Import von Ervl in Mitochondrien, die aus
Tim23-depletierten Zellen isoliert wurden, vergleichbar mit dem Import in die
korrespondierenden WT-Mitochondrien (Abbildung 3.3B). Ervl wird demnach nicht unter
Mitwirkung des TIM23-Komplexes in den IMR transportiert.
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Abbildung 3.3 Ervl wird nicht iiber den TIM23-Komplex importiert

A) Die Depletion des Membranpotentials und des mitochondrialen ATP hat keinen Einfluf} auf
den Import von Ervl. Mitochondrien wurden fiir 10 min vorinkubiert mit ATP (2 mM) und
NADH (2 mM) in Spur 1, mit Apyrase (10 mU/ul) und Oligomycin (10 uM) in Spur 2, um
mitochondriales ATP zu depletieren, oder mit Valinomycin (1 uM) in Spur 3, um das
Membranpotential aufzuheben. AnschlieBend wurden die Mitochondrien mit radioaktiv
markiertem Ervl- oder pSu9(1-69)DHFR-Vorstufenprotein fiir 20 min inkubiert. Das pSu9(1-
69)DHFR-Vorstufenprotein wird zweimal prozessiert, so dass eine intermedidre (i) und reife (m)
Form entsteht.

B) Der Import von Ervl ist unabhingig vom TIM23-Komplex. Mitochondrien wurden aus
Tim23-depletierten Zellen und aus Wildtypzellen isoliert und mit radioaktiv markiertem Erv1-
Vorstufenprotein fiir die angegebenen Zeiten inkubiert. Die Menge an Erv1, die nach 20 min in

WT-Mitochondrien importiert worden war, wurde 100% gesetzt.

3.1.4 Der Import von Ervl ist abhéingig von Mia40

Da Ervl nicht iiber den TIM23-Komplex importiert wird und konservierte Cysteinreste enthiilt,
wurde in Zusammenarbeit mit Nadia Terziyska untersucht, ob Miad40 eine Rolle im
Translokationsprozess von Ervl spielt. Es wurde beobachtet, dass der Import von radioaktiv
markiertem ErvI-Vorstufenprotein in Mia40-depletierten Mitochondrien stark reduziert war,
verglichen mit dem Import in korrespondierende WT-Mitochondrien (Abbildung 3.4A linke
Seite). Die Importeffizienz von Ervl in Mitochondrien aus Zellen mit tiberexprimiertem Mia40

war dagegen drastisch erhoht (Abbildung 3.4A rechte Seite).
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Abbildung 3.4 Ervl wird abhéngig von Mia40 importiert

A) Mia40 wird fiir den Import von Ervl benétigt. Mitochondrien wurden aus Mia40-depletierten
Zellen (Mia40!) oder aus Zellen mit iiberexprimiertem Mia40 (Mia4071) und den jeweiligen WT-
Zellen isoliert und mit radioaktiv markiertem Erv1-Vorstufenprotein fiir die angegebenen Zeiten
inkubiert. Die maximale Menge an importiertem Erv1 wurde fiir jedes Experiment 100% gesetzt.
B) Die endogenen Mengen an Ervl sind in Mia40-depletierten Mitochondrien reduziert.
Mitochondrien wurden aus Zellen isoliert, in denen Mia4( fiir 16 h depletiert worden war
(Mia40{!). Die Mengen an mitochondrialen Proteinen in diesen Mitochondrien und den
korrespondierenden WT-Mitochondrien wurden iiber SDS-PAGE und Immundekoration mit
entsprechenden Antikorpern analysiert. Als Kontrolle wurden die Mengen von Proteine der
Matrix (Acol; Mgel; Tim44), der Innenmembran (Oxal; ADP/ATP carrier, AAC; Tim23), der
AuBenmembran (Tom40) sowie von Intermembranraum-Proteinen, die nicht Substrate von

Mia40 sind (Cytochrom ¢ Hiamlyase, CCHL; Cytochrom b,, Cyt b,) tiberpriift.
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Auch in vivo konnte die Abhingigkeit von Mia40 bestitigt werden. Die Mengen an endogenem
Ervl waren in Mia40-depletierten Mitochondrien ebenso reduziert, wie die bisher bekannter
Substratproteine des Miad4(0/Erv1-Systems (Abbildung 3.4B). Diese Resultate zeigen, dass der
Import von Ervl in den IMR von Mia4( abhingig ist.

3.1.5 Freie Thiolgruppen im Ervl-Vorstufenprotein sind notwendig fiir den
Import

Substratproteine des Miad4(0/Erv1-Systems bendtigen freie Thiolgruppen, sowohl fiir den
Importprozess als auch fiir ihre oxidative Faltung im IMR der Mitochondrien. Da das Ervl-
Vorstufenprotein ebenfalls freie Thiolgruppen enthélt, wurde ihre Rolle fiir den Import von Erv1
getestet. Dazu wurde radioaktiv markiertes Erv1l-Vorstufenprotein vor dem Import in isolierte
WT-Mitochondrien mit N-ethylmaleimid (NEM) inkubiert. NEM alkyliert freie Thiolgruppen
und blockiert so deren Reaktionsfihigkeit. Als Kontrolle wurden Tim13, ein cysteinhaltiges
Substratprotein des Mia40/Erv1-Systems und Su9(1-69)DHFR ebenfalls mit NEM behandelt.
Abbildung 3.5 zeigt, dass der Transport von Ervl in Mitochondrien durch die Modifikation der
Thiolgruppen inhibiert wurde. So wie bei bekannten Miad40-Substratproteinen, hingt der Import

von Ervl somit von Cysteinresten ab, die in ihrer Thiolform vorliegen.

NEM - +

pErvi s

pTim13.

pSu9(1-69)DHFR*

Abbildung 3.5 Modifikation freier Thiolgruppen blockiert den Import von Ervl

Radioaktiv markierte Vorstufenproteine von Ervl, Tim13 und Su9(1-69)DHFR wurden mit 50
mM N-ethylmaleimid (NEM) modifiziert und als Kontrolle ohne NEM behandelt, bevor sie mit
isolierten WT-Mitochondrien inkubiert wurden. Importierte Proteine wurden mittels SDS-PAGE

aufgetrennt und iiber Autoradiographie detektiert.
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3.1.6 Importiertes Ervl interagiert mit Mia40 iiber Disulfidbriicken

Fiir die bekannten Mia40-Substratproteine Tim13 und Cox17 wurde gezeigt, dass das
Reduktionsmittel DTT inhibierend auf den Import wirkt (Mesecke et al., 2005). Um den Effekt
von DTT auf den Import von Ervl zu testen, wurde radioaktiv markiertes Erv1-Vorstufenprotein
in Gegenwart von steigenden Konzentrationen an DTT mit isolierten WT-Mitochondrien
inkubiert. Im Gegensatz zum Kontrollprotein pSu9(1-69)DHFR war der Import von Ervl1 sensitiv
gegeniiber reduzierendem Agenz (Abbildung 3.6A). Niedrige DTT-Konzentrationen stimulierten
die Importeffizienz von Ervl, wohingegen hohere Konzentrationen den Import von Ervl stark
verminderten. Der Einflu von Reduktionsmitteln auf den Import von Ervl und die notige
Anwesenheit freier Thiolgruppen im Erv1-Vorstufenprotein deuten darauf hin, dass fiir die
Translokation von Erv1 die Bildung von Disulfidintermediaten wichtig ist. Da Mia40 im IMR als
Rezeptor fiir cysteinhaltige Substratproteine agiert und gezeigt wurde, dass der Import von Erv1
Mia40-abhingig ist, konnte es als Interaktionspartner von Ervl in Frage kommen. Um diese
Vermutung zu iiberpriifen, wurde radioaktiv markiertes Erv1-Vorstufenprotein in isolierte WT-
Mitochondrien importiert. AnschlieBend wurden Mitochondrien unter denaturierenden
Bedingungen lysiert und das Lysat mit Antikorpern gegen Mia40 bzw. Priimmunserum
inkubiert. Mit Hilfe des Mia40-Antikorpers konnte spezifisch ein Komplex aus Mia40 mit
importiertem Ervl aus Mitochondrien isoliert werden (Abbildung 3.6B). Wurden die Proben mit
B-mercaptoethanol aufgetragen, zerfiel der Komplex und monomeres Ervl wurde freigesetzt. Die
Sensitivitdit des Komplexes gegeniiber dem Reduktionsmittel weist auf die Ausbildung
intermolekularer Disulfidbriicken zwischen Mia40 und neu importiertem Erv1 hin. Da die Menge
des Mia40-Ervl-Komplexes durch die weitere Inkubation mit chemischen Mengen an
nichtmarkiertem Ervl abnahm, handelt es sich um ein Intermediat, welches wihrend der
Importreaktion gebildet wird (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Ervl wihrend des Imports transient mit Miad40 iiber
intermolekulare Disulfidbriicken interagiert. Der Import von Ervl ist inhibiert, wenn die
Ausbildung dieser Disulfidintermediate in Gegenwart von Reduktionsmitteln nicht mehr moglich

ist.
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Abbildung 3.6 Die Bildung intermolekularer Disulfidbriicken mit Mia40 ist wichtig fiir den
Import von Ervl

A) Der Import von Ervl ist sensitiv gegeniiber reduzierendem Agenz. Ervl- oder Su9(1-
69)DHFR-Vorstufenprotein wurde in Gegenwart von steigenden Konzentrationen an DTT mit
isolierten WT-Mitochondrien inkubiert. Die Menge an importiertem Vorstufenprotein wurde
tiber Autoradiographie und Densitometrie analysiert. Die maximale Menge an importiertem

Protein wurde 100% gesetzt.
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B) Importiertes Erv1 bildet Disulfidbriicken mit Mia40. Isolierte WT-Mitochondrien wurden mit
radioaktiv markiertem Erv1-Vorstufenprotein fiir 10 min inkubiert. AnschlieBend wurden die
Mitochondrien mit 1% SDS lysiert und in Triton X-100-haltigem Puffer verdiinnt. Die
Uberstinde wurden mit Antikorpern gegen Mia40 (0-Mia40) oder mit Praiimmunserum (PI)
inkubiert. Die Proben wurden mittels nichtreduzierender (-B-ME) und reduzierender (+B-ME)
SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Als ,,Total wurden 5% des eingesetzten Materials

aufgetragen.

3.1.7 Die Anordnung der Cysteinreste in einem doppelten CX,C-Motiv ist fiir den
Import von Ervl nicht erforderlich

Bisher bekannte Substrate des Mia40/Erv1-Systems sind gekennzeichnet durch konservierte
Cysteinreste, die typischerweise in twin CX3C- oder twin CXoC-Motiven angeordnet sind. Diese
Cysteinreste bilden intramolekulare Disulfidbriicken aus, welche eine einfach gefaltete Domiine
stabilisieren. Ervl enthilt ebenfalls konservierte Cysteinreste, welche sich allerdings in ihrer
Anordnung und Funktion von bisherigen Substratproteinen unterscheiden: ein CX,C-Motiv liegt
in der N-terminalen flexiblen Region, wihrend sich das zweite CX,C-Motiv im aktiven Zentrum
nahe des gebundenen FAD befindet (Abbildung 3.7A). Beide CX,C-Motive sind am
Elektronentransfer auf FAD beteiligt und dienen vermutlich nicht der Stabilisierung des Proteins.
Ist die Anordnung dieser Cysteinreste in einem doppelten CX,C-Motiv notwendig fiir den Import
von Erv1?

Cysteinvarianten der beiden CX,C-Motive von Ervl wurden generiert und in Retikulozytenlysat
radioaktiv markiert synthetisiert. Diese Varianten wurden in Mitochondrien, die aus Mia40-
iiberexprimierenden Zellen isoliert worden waren, importiert. Aus Abbildung 3.7B ist ersichtlich,
dass sich die Importeffizienzen der Varianten C30S und C30,33S des ersten CX,C-Motivs
ebenso wie die der Variante C133S des zweiten CX,C-Motivs nicht wesentlich von der
Importeffizienz des WT-Ervl unterschieden. Daraus ldsst sich schliefen, dass die Cysteinreste
fiir den Import von Ervl1 nicht in einem doppelten CX,C-Motiv angeordnet sein miissen. Um den
Import zu ermoglichen, sind offensichtlich noch vorhandene Cysteinreste in diesen Varianten von

Erv1 ausreichend.
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Abbildung 3.7 Der Import von Ervl erfordert kein doppeltes CX,C-Motiv

A) Schematische Darstellung von Ervl aus Hefe. Ervl besteht aus einem flexiblen N-Terminus
und der katalytisch aktiven FAD-Bindedoméne (orange). Ein CX,C-Motiv befindet sich in der
flexiblen Region, das zweite in der Nihe des gebundenen Kofaktors FAD. Ein weiteres
Cysteinpaar bildet C-terminal eine stabilisierende Disulfidbriicke. Die Aminosédureposition der
Cysteinreste im Protein ist angegeben.

B) Import von Cysteinvarianten von Ervl. Die im Diagramm angegebenen radioaktiv markierten
Cysteinvarianten von Ervl wurden fiir 20 min mit Mitochondrien inkubiert, die aus Mia40
iiberexprimierenden Zellen isoliert worden waren. Nichtimportiertes Material wurde durch PK-
Behandlung entfernt. Die iiber SDS-PAGE aufgetrennten Proben wurden mittels
Autoradiographie und Densitometrie analysiert. Die Importeffizienz des WT-Ervl wurde 100%
gesetzt und die Effizienzen der Cysteinvarianten als Prozent des WT dargestellt. Der

Durchschnitt von vier unabhéngigen Experimenten ist im Diagramm gezeigt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass Ervl abhingig von Mia40 in den IMR von
Mitochondrien importiert wird, wobei die Bildung von Disulfidintermediaten mit Mia40
notwendig ist. Die spezifische Anordnung der konservierten Cysteinreste in zwei CX,C-Motiven

ist fiir den Import von Erv1 nicht erforderlich. Durch die Identifizierung von Ervl als Substrat

53



Ergebnisse

des Mia40/Erv1-Systems wurde gezeigt, dass das Spektrum der Proteine, die diesen Importweg

benutzen, grofer als bisher angenommen ist.

3.2 Charakterisierung des Redoxzustandes von Mia4(

Fiir die Funktion von Mia40 sind die konservierten Cysteinreste von entscheidender Bedeutung.
Es wurde beobachtet, dass der Austausch benachbarter Cysteinpaare gegen Serinreste fiir
Hefezellen letal ist (Naoe et al., 2004).

Mia40 ist in Mitochondrien grofitenteils in einer oxidierten Form vorhanden, welche durch
Behandlung mit DTT in eine reduzierte Form iiberfithrt wird (Mesecke et al., 2005). Das
bedeutet, dass Cysteinreste in Mia40 intramolekulare Disulfidbriicken ausbilden, die reduziert
werden konnen. Allerdings ist bislang nicht bekannt, in welchem Redoxzustand die einzelnen
Cysteinreste vorliegen und welche Cysteinreste miteinander verkniipft sind. Fiir die Interaktion
von neu importierten Proteinen scheint Mia40 in der oxidierten Form erforderlich zu sein, die
dem Modell zufolge, nach einem absolvierten Importzyklus regeneriert werden muf.

Um die Funktionsweise von Mia40 im Importprozess von IMR-Proteinen zu verstehen, ist es
wichtig, die Redoxzustinde von Miad4(0 auf molekularer Ebene, insbesondere auch die Identitit
und Funktion der Disulfidbriicken, zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurde Mia40 rekombinant

gereinigt und charakterisiert.

3.2.1 Die hochkonservierte C-terminale Doméine von Mia40 ist funktionell

Mia40 ist in Hefe mit einem N-terminalen Transmembransegment in der Innenmembran
verankert, wihrend der grofte Teil des Proteins in den IMR exponiert wird. Da sich die
Reinigung von Membranproteinen oft als schwierig erweist, wire es vorteilhaft, Mia40 ohne das
Transmembransegment reinigen zu konnen. Mia40-Homologe weisen eine hochkonservierte C-
terminale Domine auf, die in Hefe alle in Mia40 vorkommenden Cysteinreste beinhaltet
(Abbildung 3.8). Zunichst wurde getestet, ob die konservierte C-terminale Doméne ausreicht, um
Vollingen-Mia40 in vivo funktionell ersetzen zu konnen. Dazu wurde der Aminosdureabschnitt
284-403 direkt an das N-terminale Sortierungssignal und das Transmembransegment von Mia40
kloniert und im Amia40-Hintergrund exprimiert (Terziyska et al., 2009). Es zeigte sich, dass die

Hefezellen durch Expression des verkiirzten Mia40-Konstruktes lebensfiahig waren. Wurde der
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C-terminale Abschnitt von Mia40 als 16sliches Protein in den IMR sortiert, konnte die Deletion
des Vollingen-Mia40 ebenfalls komplementiert werden (Terziyska et al., 2009).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Segment der Aminosdurereste 284-403, welches die
konservierte Doméne von Mia4(0 umfasst, funktionell aktiv ist und ausreicht, um das Volldngen-
Protein zu ersetzen. Somit kann dieses Segment verwendet werden, um die Redoxzustinde von
Miad40 zu charakterisieren. Dazu war es notwendig, diesen Proteinabschnitt von Mia40

rekombinant in E.coli Zellen zu exprimieren und zu reinigen.

Vv ™
rawr—1 1

CPC c—¢C C C
296 298 307 317 330 340
C1 C2 Cc3 C4 C5 Cé6

Abbildung 3.8 Strukturmodell von Mia40

Das C-terminale Fragment von Mia40, bestehend aus den Aminosiureresten 284-403, Mia40C,
umfasst eine hochkonservierte Doméne (oval, 284-350). Diese Doméne enthilt sechs invariante
Cysteinreste, die in einem CPC-CXyC-CXyC-Motiv angeordnet sind. Die Cysteinreste und ihre
jeweilige Aminosédureposition sind angegeben. Zur Vereinfachung wurden die sechs Cysteinreste
im weiteren Verlauf als C1 bis C6 bezeichnet. Das mitochondriale Sortierungssignal von Mia40
wird durch MPP (matrix processing peptidase) abgespalten, angezeigt durch einen Pfeil. Mia40

ist mit einem Transmembransegment (TM) in der inneren Mitochondrienmembran verankert.

3.2.2 Reinigung von Mia40C

Die verkiirzte Form von Mia40, welche die Aminosdurereste 284-403 umfasst, nachfolgend
Miad40C genannt, wurde als Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsprotein in E.coli XL1blue
Zellen exprimiert. Nach ZellaufschluB und Sedimentation der Zellbruchstiicke verblieb GST-
Miad40C als 16sliches Protein im Uberstand und konnte daraus an eine Glutathion-Sepharose
Sdule gekoppelt werden. Das Entfernen des GST-Anhangs erfolgte an der Sdule durch Zugabe
von Prescission Protease, welche eine Sequenz zwischen GST und Mia40C erkennt und

schneidet. Da die Protease ebenfalls einen GST-Anhang besitzt, blieb sie an der Sdule gebunden,
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wihrend geschnittenes Mi1a40C mit einer Ausbeute von etwa 60 mg aus drei Litern E.coli Kultur

eluiert werden konnte (Abbildung 3.9A).
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B
& Fraktionen
N4 kDa
& B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 116
kDa 1
66— 66-
45— — 451
35-
29— P— *
25-
20—
18-

14_- = Miad0C 14+ s -Mia40C

Abbildung 3.9 Reinigung von Miad40C

A) Isolierung von Mia40C aus E.coli Zellen iiber eine Glutathion Sepharose Siule. GST-Mia40C
wurde in E. coli Zellen (3 1 Kultur) exprimiert. Nach Induktion der Expression fiir 5 h wurden die
Zellen in Puffer (20 mM Tris-HCI pH 7,0; 200 mM NaCl, 1 mM PMSF) und 0,2 mg/ml Lysozym
durch Sonifizierung aufgeschlossen und Zellbestandteile abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
zunichst iiber eine Glutathion Sepharose Sédule gegeben, die anschlieBend mit Puffer gewaschen
wurde. Um den GST-Anhang zu entfernen, wurde Prescission Protease (0,05 mg/ml) zugegeben
und fiir 3 h bei 30°C inkubiert. Daraufhin wurde das von der Sdule geschnittene Mia40C eluiert.

Proben aus dem Uberstand (Total, 0,03% des aufgeschlossenen Materials), dem Durchflufl
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(0,03%), dem Waschschritt (Waschen, 0,16%), dem an der Siule gebundenen Material
(Gebunden, 0,03%) und der Elution (0,06%) wurden mittels nichtreduzierender SDS-PAGE und
Coomassie Blue Firbung analysiert.

B) Gelfiltrationschromatographie von Mia40C. Das eluierte Protein wurde zunichst durch
Ultrazentrifugation (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices) auf ein Volumen von etwa 1,5
ml eingeengt. 5 mg Protein wurden in einem Volumen von 500 ul auf eine voriquillibrierte
Superdex75 Gelfiltrationssiule appliziert. Mia40C wurde mit 1,5 Sdulenvolumen Puffer (20 mM
Tris pH 7,0, 40 mM NaCl) und einer Flussrate von 0,5 ml/min in 500 pl Fraktionen eluiert. Eine
Probe des auf die Sédule aufgetragenen Materials (Eluat, 20 ul) wurde zusammen mit Proben (20
ul) der gesammelten Fraktionen durch nichtreduzierende SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Coomassie Blue gefirbt. Die Probe einer Fraktion, die fiir weitere Experimente verwendet wurde,

ist rechts in der Abbildung gezeigt. *, Mia40-Dimer

Neben monomerem Mia40C enthielt die eluierte Fraktion auch Mia40C-Spezies, die iiber
intermolekulare Disulfidbriicken verbunden waren. Um eine homogene Fraktion von
monomerem Mia40C zu erhalten, wurde das Gemisch durch Gelfiltrationschromatographie mit
einer Superdex75-Sédule aufgetrennt. Mia40C eluierte in zwei eng aufeinanderfolgenden Peaks.
Durch Analyse der Fraktionen iiber SDS-PAGE und Coomassie Blue Féirbung stellte sich heraus,
dass im ersten Peak vor allem dimere Spezies von Mia40C und andere Proteinkontaminationen
eluierten (Abbildung 3.9B, Fraktionen B5-B7), wihrend im zweiten Peak iiberwiegend
monomeres Mia40C eluierte (Abbildung 3.9B, Fraktionen B8-B10). Diese homogenen
Fraktionen von Mia40C wurden fiir weitere Experimente verwendet. Die erfolgreiche Etablierung
der Reinigung von Miad40C stellte den notwendigen Ausgangspunkt fiir die weitere

Charakterisierung von Mia40C dar.

3.2.3 Biochemische Charakterisierung von Mia40C

Fiir die Funktion eines Proteins ist die richtige Faltung von entscheidender Bedeutung. Das
verkiirzte Konstrukt von Mia40 ist in Hefezellen funktionell und somit in eine native
Konformation gefaltet. Ob auch das entsprechende in E.coli Zellen exprimierte und rekombinant
gereinigte Konstrukt Miad40C Sekundirstrukturen aufweist, wurde zunidchst mittels
Circulardichroismus (CD)-Spektrometrie analysiert (Abbildung 3.10A). Die Messungen ergaben

einen Anteil an o-helikaler Struktur von 30% und nur geringe Werte fiir unstrukturierte Anteile
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(random coil). Diese Ergebnisse lieBen die Aussage zu, dass gereinigtes Mia40C in einer

gefalteten Konformation vorliegt.

Die Behandlung von Mitoplasten mit Trypsin fithrt zu einem proteaseresistenten Fragment des

endogenen Mia40 (Terziyska et al., 2005). Deswegen sollte die Faltung von Mia40C zusitzlich

durch partielle Resistenz des gereinigten Proteins gegeniiber Proteaseverdau bestitigt werden.

Die Behandlung von Mia40C mit Trypsin fiihrte zur Bildung eines stabilen Fragments von etwa

9,8 kDa (Abbildung 3.10B). Nach massenspektrometrischer Analyse besteht dieses Fragment aus

den Aminosdureresten 284-367. Somit konnte gezeigt werden, dass Mia40C

proteaseresistent gefaltete Domine besitzt, die alle sechs konservierten Cysteinreste enthilt.
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Abbildung 3.10 Rekombinantes Mia40C ist gefaltet

eine

A) CD-Spektrum von Mia40C. CD-Messungen wurden an einem Jasco J-715 Spektrometer

durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration der Proben betrug 0,1 mg/ml in 20 mM Tris, pH 7,0, 40

mM NaCl. Das Spektrum repriasentiert den Durchschnitt von vier aufeinanderfolgenden

Durchldufen von 190-260 nm in 0,2 nm Intervallen, wovon das Spektrum des Puffers abgezogen

wurde. Die Berechnung der Zusammensetzung der Sekundirstruktur ergab einen Anteil an o-

helikaler Struktur von 30%.

B) Trypsinbehandlung von Mia40C erzeugt ein stabiles Fragment. Mia40C wurde fiir 20 min bei
25°C mit Trypsin (0,05 pg/ml) behandelt. Die Proben wurden iiber SDS-PAGE und Coomassie

Blue Firbung analysiert. f, trypsin-resistentes Fragment von Mia40C, das die Aminosiurereste

284-367 umfasst.
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3.2.4 Mia40 enthiilt drei Disulfidbriicken mit unterschiedlicher Sensitivitit
gegeniiber DTT
Das gereinigte Protein Mia4d0C wurde verwendet, um die Redoxzustinde von Miad4(0 zu
analysieren. Es sollte gekldrt werden, welche Cysteinreste in der oxidierten Form
Disulfidbriicken ausbilden und wie sie sich unter reduzierenden Bedingungen verhalten.
Zunichst wurde untersucht, wie viele Disulfidbriicken in der oxidierten und reduzierten Form
von Mia40 vorliegen. Dazu wurde gereinigtes Mia40C unter verschiedenen Redoxbedingungen
mit AMS (Invitrogen) behandelt. AMS alkyliert freie Thiolgruppen, wihrend Cysteinreste in
oxidiertem Zustand nicht modifiziert werden. Die Modifikation mit einem Molekiil AMS fiihrt zu
einer Addition von 0,5 kDa zum Molekulargewicht des Proteins. Unterschiede in der Anzahl der
Modifikationen lassen sich somit iiber das Laufverhalten des Proteins im SDS-Gel
nachvollziehen.
Nach der Behandlung von gereinigtem Mia40C mit AMS wurde keine Verdnderung im
Laufverhalten des Proteins im Vergleich zur Kontrollprobe beobachtet (Abbildung 3.11A). Das
Fehlen freier Thiolgruppen spricht fiir ein vollstindig oxidiertes Protein, in dem alle sechs
Cysteinreste an der Ausbildung von drei Disulfidbriicken beteiligt sind. Wurde Mia40C mit dem
Reduktionsmittel DTT bei 25°C inkubiert, lief das Protein im SDS-Gel langsamer als zuvor, was
auf die Bildung freier Thiolgruppen hindeutete, welche mit AMS modifiziert wurden. Nach
Inkubation des Proteins bei 95°C in Gegenwart von DTT kam es durch die Modifikation mit
AMS zu einer noch stiarkeren Mobilititsverlangsamung von Mia40C. Unter nativen Bedingungen
konnten offensichtlich nicht alle Disulfidbriicken reduziert werden. Wie aus Abbildung 3.11A
hervorgeht, wurde partiell reduziertes Mia40C mit zwei Molekiilen AMS modifiziert, was
bedeutet, dass im Protein zwei reduzierte Cysteinreste und zwei Disulfidbriicken vorliegen.
Durch Hitzedenaturierung unter reduzierenden Bedingungen werden diese ebenfalls gedffnet, so
dass vollstindig reduziertes Mia40C entsteht. Diese Spezies zeigte ein langsameres Laufverhalten
als man nach Modifikation mit sechs Molekiilen AMS erwarten wiirde. Wahrscheinlich wird
dieses ungewohnliche Laufverhalten durch Verdnderungen in der Struktur des Proteins
verursacht, wenn Disulfidbriicken gedffnet werden.
Als nichstes wurde getestet, ob die Redoxzustinde des rekombinanten Proteins das
Redoxverhalten von Mia40 in Mitochondrien widerspiegeln. Dazu wurde das Konstrukt Mia40C
in WT-Hefezellen exprimiert und die Redoxzustinde unter den verschiedenen Bedingungen

untersucht. In Mitochondrien, die nicht mit DTT behandelt worden waren, konnte Mia40C nicht
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mit AMS modifiziert werden (Abbildung 3.11B). Durch die Behandlung mit DTT unter nativen
Bedingungen wurde Mia40C partiell reduziert. Hitzedenaturierung in Gegenwart von DTT fiihrte
dagegen zu vollstindiger Reduktion, indiziert durch die Mobilititsverlangsamung des Proteins
infolge der Inkubation mit AMS. Demnach ist das Redoxverhalten des gereinigten Mia40C
vergleichbar mit dem Redoxverhalten, das fiir Mia40 in Mitochondrien beobachtet wurde.

Die Anzahl der Disulfidbriicken der verschiedenen Redoxformen von Mia40 wurde in
Zusammenarbeit mit Vincent Stroobant durch Massenspektrometrie verifiziert. Fiir
unbehandeltes Mia40C wurde eine molekulare Masse von 13.842,2 Da gemessen, die dem
oxidierten Protein mit drei Disulfidbriicken entspricht. Inkubation mit dem thiolmodifizierenden
Reagenz NEM inderte die molekulare Masse von Mia40C nicht, iibereinstimmend mit der
Abwesenheit freier Thiolgruppen. Wurde Mia40C bei 95°C mit DTT behandelt, resultierte eine
molekulare Masse von 13.848,8 Da, welche dem vollstindig reduzierten Protein entspricht. Die
Modifikation dieser Probe mit NEM fiihrte zu einer molekularen Masse von 14.598,8 Da,
entsprechend der Addition von sechs Molekiilen NEM (125 Da/Molekiil NEM). Dagegen wurde
Mia40C bei Raumtemperatur nur partiell reduziert. Die gemessene molekulare Masse von
13.844,2 Da lie} darauf schlieBen, dass diese reduzierte Form zwei freie Thiolgruppen enthilt.
Die Modifikation der Probe mit zwei Molekiilen NEM, resultierend in einer molekularen Masse
von 14.094,6 Da, bestitigte die Anwesenheit von zwei reduzierten Cysteinresten und zwei
Disulfidbriicken.

Die Ergebnisse =zeigen, dass die sechs Cysteinreste in Mia40C drei intramolekulare
Disulfidbriicken ausbilden; Mia40C liegt also unter nativen Bedingungen vollstindig oxidiert
vor. Eine dieser Briicken wird sehr leicht reduziert, wihrend die beiden anderen Disulfidbriicken

unter reduzierenden nativen Bedingungen weitgehend stabil bleiben.
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Abbildung 3.11 Mia40C enthiilt unterschiedlich stabile Disulfidbriicken

A) Redoxzustand von rekombinantem Mia40C. Gereinigtes Mia40C wurde mit 5 mM DTT bei
25°C und 95°C oder ohne DTT inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 30 mM AMS fiir
30 min behandelt, um freie Thiolgruppen zu modifizieren oder ohne AMS inkubiert. Die Proben
wurden iiber eine reduzierende (80 mM DTT im Laemmli-Puffer) SDS-PAGE aufgetrennt und
mit Coomassie Blue gefirbt.

B) Redoxzustand von Miad0C in Mitochondrien. Mitochondrien wurden aus Mia40C
exprimierenden Hefezellen isoliert und in 4% SDS lysiert. Der mitochondriale Extrakt wurde mit
10 mM DTT bei 25°C und 95°C oder ohne DTT inkubiert. Die Proteine wurden mit TCA gefiillt,
in Puffer mit 2% SDS resuspendiert und anschlieBend mit 15 mM AMS behandelt oder ohne
AMS inkubiert. Die Proben wurden mittels nichtreduzierender SDS-PAGE und nachfolgender

Immundekoration mit Mia40-spezifischen Antikorpern analysiert.

Welche Cysteinreste sind miteinander iiber Disulfidbriicken  verkniipft?  Mittels
Massenspektrometrie sollten Peptide von Mia40C detektiert werden, die iiber Disulfidbriicken
zusammenhidngen, so dass die Identitdt der beteiligten Cysteinreste ermittelt werden konnte
(Grumbt et al., 2007). Nach dem Verdau von Mia40C mit Trypsin in Gegenwart von 2 M
Harnstoff, wurden zwei tryptische Peptide mit den molekularen Massen 2325 und 4731 Da
detektiert. Fiir das erste Peptid ergab die massenspektrometrische Analyse eine Verkniipfung von
zwei Fragmenten iiber eine Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten C4 und C5. Die Analyse
des zweiten Peptids deutete auf eine Verbindung des Cysteinrestes C6 mit einem der ersten drei

Cysteinreste hin. FEine nachfolgende Tandem-Massenspektrometrieanalyse ergab eine
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Disulfidverkniipfung zwischen C6 und dem Cysteinrest C3. Die dritte Disulfidbriicke in
oxidiertem Mia40 wird zwischen den Cysteinresten C1 und C2 gebildet.

Abbildung 3.12 zeigt schematisch das Anordnungsmuster der Disulfidbriicken in oxidiertem
Mia40C. Die CXoC-Segmente des rwin CXo9C-Motivs werden durch zwei Disulfidbriicken
zwischen den proximalen (C3-C6) und distalen (C4-C5) Cysteinresten verbunden. Die ersten

beiden Cysteinreste (C1-C2) bilden eine Disulfidbriicke im CPC-Segment.

oxidiertes C1 C2
Mia40C

Abbildung 3.12 Darstellung der Disulfidbriickenanordnung in Mia40C
Die ersten beiden Cysteinreste im CPC-Segment bilden eine Disulfidbriicke. Die CXoC-
Segmente des twin CXoC-Motivs sind durch zwei weitere Disulfidbriicken zwischen den

proximalen und distalen Cysteinresten verbunden.

3.2.5 Die Cysteinreste des CPC-Segments bilden eine redoxsensitive
Disulfidbriicke

Welche der Disulfidbriicken wird schon unter nativen Bedingungen leicht reduziert? Am
wahrscheinlichsten erschien dafiir die Disulfidbriicke im CPC-Segment von Mia40C, da die nahe
Anordnung der Cysteinreste die Ausbildung einer stabilen Briicke behindern konnte. In Studien
mit artifiziellen Peptiden wurde gezeigt, dass Disulfidbriicken in einer CXC-Anordnung relativ
unstabil sind (Zhang und Snyder, 1989).

Deshalb wurde eine Variante von Mia40C kloniert, in der die Cysteinreste des CPC-Segments
gegen Serinreste ausgetauscht wurden. Diese Variante Mia40C-C1,2S wurde in E.coli Zellen
exprimiert und wie Mia40C gereinigt. Um auszuschlieBen, dass der Austausch der Cysteinreste
Anderungen in der Struktur des Proteins verursacht haben konnte, wurden CD-Spektren des
Proteins gemessen. Wie aus Abbildung 3.13A hervorgeht, ist Mia40C-C1,2S in dhnlicher Weise
gefaltet wie Mia40C. Nun wurden die Redoxzustinde der Variante durch Modifikation mit AMS
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charakterisiert. Gereinigtes Mia40C-C1,2S wurde nicht mit AMS alkyliert, was auf ein
vollstidndig oxidiertes Protein hinweist (Abbildung 3.13B). Die gemessene molekulare Masse von
13.812,3 Da bestitigte die Anwesenheit von zwei Disulfidbriicken in Mia40C-C1,2S. Auch durch
DTT-Behandlung bei Raumtemperatur wurde die Variante im Gegensatz zu Mia40C nicht mit
AMS modifiziert. Demnach wurde Mia40C-C1,2S nicht reduziert und enthilt folglich keine

redoxsensitive Disulfidbriicke. Erst durch Inkubation mit DTT bei 95°C wurde die Variante in

eine vollstindig reduzierte Form iiberfiihrt.
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Abbildung 3.13 Mia40C-C1,2S enthiilt keine redoxsensitive Disulfidbriicke

A) CD-Spektrum von Mia40C-C1,2S. CD-Messungen wurden wie in 3.10A beschrieben
durchgefiihrt.

B) Redoxzustand von Mia40C-C1,2S. Gereinigtes Mia40C-C1,2S wurde mit 5 mM DTT bei
25°C und 95°C oder ohne DTT inkubiert. Anschliefend wurden die Proben mit 30 mM AMS fiir
30 min behandelt oder ohne AMS inkubiert. Die Proben wurden iiber eine reduzierende (80 mM

DTT im Laemmli-Puffer) SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Blue gefirbt.

Die Ergebnisse der Charakterisierung von Mia40C-C1,2S wurden durch massenspektrometrische
Analysen von partiell reduziertem Mia40C unterstiitzt. Partiell reduziertes Mia40C wurde mit
NEM modifiziert und mit Trypsin verdaut. Es wurden zwei tryptische Peptide mit den
molekularen Massen 2325 und 4983 Da detektiert. Der Massenunterschied des zweiten Peptids
(4983 Da) zum Peptid, welches durch Trypsinverdau des oxidierten Mia40C entsteht (4731 Da),

entspricht der Modifikation von zwei Cysteinresten mit NEM. AnschlieBende Tandem
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Massenspektrometrie des Peptids lieferte die Information, dass die Cysteinreste C1 und C2 mit
NEM modifiziert worden waren.

Somit konnte bestitigt werden, dass die leicht reduzierbare Disulfidbriicke in Mia40C von den
Cysteinresten C1 und C2 im CPC-Segment gebildet wird. In der Variante Mia40C-C1,2S fehlen
diese beiden Cysteinreste, so dass erst durch Hitzedenaturierung die verbleibenden zwei

Disulfidbriicken reduziert werden.

3.2.6 Die Disulfidbriicken im twin CXoC-Motiv stabilisieren Mia40

Um den Einflul der Disulfidbriicken auf die Stabilitit von Mia40C zu {iiberpriifen, wurde die
Proteaseresistenz der verschiedenen Redoxformen von Mia40C gegeniiber Trypsin getestet.
Oxidiertes und partiell reduziertes Miad0C wurden zu dem bereits unter 3.2.3 beschriebenen
trypsinresistenten Fragment abgebaut (Abbildung 3.14A). Die Reduktion der Disulfidbriicke im
CPC-Segment scheint demnach die Stabilitit des Proteins nicht zu beeinflussen. Wurden dagegen
die restlichen Disulfidbriicken in Mia40C bei 95°C geoffnet, konnte kein stabiles Fragment
detektiert werden (Abbildung 3.14A). Vollstindig reduziertes Mia40C wurde demnach durch
Trypsin vollstindig degradiert, wohingegen alleinige Hitzedenaturierung des Proteins keinen
EinfluB} auf die Stabilitit von Mia40C hatte.

Cysteinvarianten des CPC-Segments, wie Mia40C-C1,2S, wurden nach Reduktion bei 25°C zu
einem stabilen Fragment abgebaut (Abbildung 3.14B). Die Abwesenheit der ersten
Disulfidbriicke beeintrichtigt somit nicht die Ausbildung einer stabil gefalteten Domaéne.
Dagegen fiihrte der Trypsinverdau der Cysteinvarianten Mia40C-C3S, -C6S und -C3,6S nur zu
geringen Mengen des detektierbaren Fragments, wihrend der grofte Teil des Proteins vollstindig
degradiert wurde. In Anwesenheit von DTT konnte kein Fragment detektiert werden (Abbildung
3.14B). Dies deutet darauf hin, dass die stabil gefaltete Domine nicht gebildet wird, wenn die
proximale Disulfidbriicke im twin CXoC-Motiv fehlt. Die Cysteinreste C3 und C6 spielen daher
eine wichtige Rolle fiir die stukturelle Integritit des Proteins. Die Verbindung der CXyC-
Segmente des twin CXoC-Motivs iiber Disulfidbriicken scheint die C-terminale Domine in

Mia40 zu stabilisieren, wihrend die Cysteinreste des CPC-Segments dafiir nicht nétig sind.
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Abbildung 3.14 Einfluf3 der Disulfidbriicken auf die Stabilitit von Mia40C

A) Vollstindig reduziertes Mia40C ist nicht gefaltet. Mia40C wurde mit oder ohne DTT bei
25°C oder 95°C inkubiert und anschlieend mit Trypsin (0,05 mg/ml) fiir 20 min bei 25°C
behandelt. Trypsinaktivitdt wurde durch Zugabe von PMSF gestoppt, bevor die Proben iiber
Harnstoff-SDS-PAGE  aufgetrennt und mit Coomassie Blue angefirbt wurden. f,
trypsinresistentes Fragment.

B) Die Faltung von Mia40 ist in Cysteinvarianten des twin CXyC-Motivs betroffen. Mia40C und
die genannten Cysteinvarianten wurden mit 5 mM DTT oder ohne DTT bei 25°C inkubiert und
mit Trypsin behandelt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie Blue Firbung

analysiert. f, trypsinresistente Fragmente.
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3.3 Rekonstitution des Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystems
3.3.1 Oxidation von Mia40 durch Ervl

In Mitochondrien interagieren Mia40 und Erv1 iiber eine Disulfidbriicke (Mesecke et al., 2005).
Mia40 konnte somit das erste bekannte physiologische Substratprotein von Ervl sein,
insbesondere, da Mia40 vermehrt in der reduzierten Form vorliegt, wenn Erv1 in Mitochondrien
depletiert wurde. Allerdings wurde bislang ein Transfer von Disulfidbriicken von Ervl auf Mia40
nicht gezeigt. Daher sollte geklart werden, ob Ervl ausreichend ist, um Mia40 zu oxidieren oder

ob weitere Komponenten an diesem Prozess beteiligt sind.

3.3.1.1 Mia40 wird durch die Thioloxidase Erv1l oxidiert

Zunichst sollte die Frage beantwortet werden, ob Ervl Disulfidbriicken auf Mia40 iibertrégt.
Ervl wurde aus E.coli Zellen als Fusionsprotein mit C-terminalem Histidin-Anhang iiber eine
NiNTA-Sidule gereinigt. Aus dem Absorptionsspektrum des gereinigten Proteins ging hervor,
dass der Kofaktor FAD gebunden war (Daten nicht gezeigt), so dass davon ausgegangen werden
konnte, dass Ervl gefaltet und oxidiert war. Zudem wurde fiir dieses Erv1l-Konstrukt bereits
gezeigt, dass es Thioloxidaseaktivitit besitzt (Lee et al., 2000). Um zu testen, ob Mia40 durch
Ervl oxidiert werden kann, wurde partiell reduziertes Mia40C mit rekombinantem Ervl
inkubiert. Durch Modifikation mit AMS konnte die reduzierte von der oxidierten Form von
Mia40 im SDS-Gel unterschieden werden. Als Kontrolle wurde partiell reduziertes Mia40
entweder mit Puffer oder mit reduziertem und mit Iodacetamid (IAA, Sigma) modifiziertem Ervl
inkubiert. Wie aus Abbildung 3.15A ersichtlich, verhinderte die Inkubation von Ervl mit
Mia40C bereits nach 20 min die Modifikation von Mia40C mit AMS. Offensichtlich waren freie
Thiolgruppen oxidiert worden. Diese Reaktion war abhédngig von Ervl, da Mia40 in den
Kontrollproben auch nach 40 min weiterhin mit AMS modifiziert wurde. Auch die vollstindig
reduzierte Form von Mia40C wurde durch Inkubation mit Ervl oxidiert, wohingegen die
Inkubation mit FAD oder Puffer keinen Effekt auf den Redoxzustand von Mia40C hatte
(Abbildung 3.15B).

Diese Experimente demonstrieren, dass Ervl Disulfidbriicken sowohl auf partiell als auch auf
vollstindig reduziertes Mia40C iibertragen kann, ohne dass weitere Proteine bendtigt werden.

Somit ist Mia40 ein Substrat der Sulfhydryloxidase Erv1.
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Abbildung 3.15 Reduziertes Mia40C wird durch Erv1 oxidiert

A) Oxidation von partiell reduziertem Mia40C durch Ervl. Mia40C wurde durch Inkubation mit
5 mM DTT bei Raumtemperatur partiell reduziert. Durch Gelfiltration mittels einer NAP5-Siule
(GE Healthcare) wurde das DTT wieder entfernt. Partiell reduziertes Mia40 wurde in 20 mM
Tris-HCI1 pH 7,0, 40 mM NaCl, 1 mM EDTA eluiert und 7 pug Protein (Mia40C,...q) wurden mit
gereinigtem Ervl (1 pg) bei 25°C fiir die angegebenen Zeiten inkubiert. Als Kontrolle wurde
partiell reduziertes Mia40C mit Puffer oder mit reduziertem Erv1 inkubiert, dessen Thiolgruppen
mit IAA modifiziert worden waren. Alle Proben wurden anschlieBend fiir 30 min bei 25°C mit 30
mM AMS inkubiert und iiber nichtreduzierende SDS-PAGE und Coomassie Blue Firbung
analysiert.

B) Oxidation von vollstindig reduziertem Mia40 durch Ervl. Mia40C wurde durch Inkubation
mit 5 mM DTT bei 95°C reduziert. Nach Entfernung des DTT wurde das reduzierte Mia40C
(Mia40Ceq, 7 pug) mit Ervl (1 pg), 4 uM FAD oder Puffer bei 25°C fiir die angegebenen Zeiten
inkubiert. Die Ansitze wurden mit AMS inkubiert und analysiert wie in A) beschrieben. Die in
A) und B) beschriebenen Reaktionen wurden unter mikroanaeroben Bedingungen in einer mit
Stickstoff gefiillten ,,glove bag* (Roth) durchgefiihrt. *, vermutlich geringe Mengen Mia40-

Dimer, die bei der Reoxidation gebildet werden.
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3.3.1.2 Zink inhibiert die Oxidation von Mia40 durch Ervl

In vitro konnte die Bindung von Zink- und Kupferionen an die IMR-Domine von Mia40
nachgewiesen werden (Terziyska et al., 2005). Zinkionen konnten moglicherweise durch
Cysteinreste, die in reduziertem Zustand vorliegen, koordiniert werden und eine Rolle bei der
Stabilisierung der reduzierten Form von Mia40 spielen. Deshalb wurde untersucht, ob Zinkionen
einen Einfluf} auf die Oxidation von Mia40 haben. Partiell reduziertes Miad0C, das nicht mit
Zinkacetat vorinkubiert worden war, wurde bereits nach 5 min vollstindig durch Ervl oxidiert
(Abbildung 3.16, Spuren 5-8). Im Gegensatz dazu war die Reoxidation von Mia40C, welches
zuvor mit Zinkacetat inkubiert worden war, stark vermindert, so dass auch nach 60 min der
grofite Teil von Miad0C reduziert blieb (Abbildung 3.16, Spuren 9-12). Ein Effekt der
verwendeten Zinkionen-Konzentrationen auf die Oxidaseaktivitit von FErvl wurde nicht

beobachtet (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.16 Zink iibt einen inhibierenden Effekt auf die Oxidation von Mia40 durch
Ervl aus

Mia40C wurde mit 10 mM DTT partiell reduziert und daraufthin mit oder ohne 50 uM Zinkacetat
fr 20 min bei 25°C inkubiert. Nach der Entfernung freier Zinkionen und DTT durch
Gelfiltration wurden 50 uM Mia40 (Spuren 5-12) mit Ervl (7 uM) bei Raumtemperatur fiir die
angegebenen Zeiten inkubiert. Alle Proben wurden mit 30 mM AMS modifiziert, bevor sie

mittels nichtreduzierender SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Blue angefirbt wurden.
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Die Ergebnisse lassen den SchluB zu, dass die reduzierte Form von Mia40 Zinkionen binden

kann und so stabilisiert wird. Dadurch wird die Oxidation von Mia40 durch Erv1 erschwert.

3.3.1.3 Hot13 hebt den inhibierenden Effekt von Zink auf die Oxidation von Mia40 auf

Da die Oxidation von Mia40 in Mitochondrien relativ schnell erfolgt, konnten weitere Faktoren
an diesem Reaktionsschritt beteiligt sein. Ein moglicher Kandidat hierfiir war das IMR-Protein
Hot13. Hotl3 wurde als Interaktionspartner der kleinen Tim-Proteine identifiziert und ist
insbesondere an der Assemblierung dieser Proteine in ihre Komplexe beteiligt (Curran et al.,
2004). Bislang war jedoch wenig iiber die molekulare Funktionsweise von Hot13 bekannt. Hot13
besitzt eine konservierte cysteinreiche Domiine, welche eine hohe Ahnlichkeit zu RING-Finger-
Doménen aufweist, die Zinkionen koordinieren konnen. Tatsdchlich wurde gezeigt, dass Hotl3 in
vitro Zinkionen bindet (Mesecke et al., 2008). Weiterhin wurde beobachtet, dass in Ahotl3-
Mitochondrien Mia40 vermehrt in der reduzierten Form vorliegt, was vermuten 1d6t, dass Hot13
den Redoxstatus von Mia40 beeinfluBt (Mesecke et al., 2008). Da gezeigt wurde, dass
zinkbindendes Mia40 nur schlecht oxidiert werden kann, wurde untersucht, ob Hot13 auf die
Zinkbindung von Mia40 wirkt und so dessen Reoxidation durch Erv1 erleichtert.

Zunichst wurde rekombinantes Hotl13 in E.coli Zellen exprimiert und mittels eines MBP-
Anhangs iiber eine Amylose-Sdule gereinigt. Zinkgebundenes reduziertes Mia4d0C wurde mit
Ervl in Gegenwart von Hotl3 oder EDTA inkubiert. Entfernung der Zinkionen von Mia40C
durch Komplexierung mit EDTA fiihrte zu einer effizienten Erv1-abhidngigen Reoxidation von
Mia40C, verglichen mit Proben ohne Zugabe von EDTA (Abbildung 3.17, Spuren 3-8). In
gleicher Weise erlaubte die Anwesenheit von Hot13 eine schnelle Oxidation von Mia40C durch
Ervl (Abbildung 3.17, Spuren 9-11). Da der in vitro Ansatz nur die drei gereinigten
Komponenten enthielt, erscheint es sehr wahrscheinlich, dass Hotl3 direkt mit Mia40C
interagiert und es in eine zinkfreie Form iiberfiihrt. Diese kann dann durch Erv1 oxidiert werden.
Die alleinige Inkubation von reduziertem Mia40C mit Hot13 (Abbildung 3.17, Spur 12) fiihrte

nicht zur Oxidation von Mia40C, was gegen eine oxidierende Funktion von Hot13 spricht.
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Abbildung 3.17 Hot 13 vereinfacht die Oxidation von Mia40 durch Ervl in Anwesenheit

von Zinkionen
Mia40C wurde mit 10 mM DTT partiell reduziert und daraufthin mit oder ohne 50 uM Zinkacetat

fiir 20 min bei 25°C inkubiert. Freie Zinkionen und DTT wurden iiber Gelfiltration entfernt.
AnschlieBend wurden 50 uM Mia40C mit 1 mM EDTA (Spuren 6-8), ohne EDTA (Spuren 3-5)
oder mit gereinigtem MBP-Hot13 (50 uM, Spuren 9-12) inkubiert. Die Proben der Spuren 3-11
wurden fiir die angegebenen Zeiten mit 7 uM Ervl weiterinkubiert und anschlieBend mit AMS

behandelt. Alle Proben wurden mittels nichtreduzierender SDS-PAGE aufgetrennt und mit

Coomassie Blue angefirbt.

3.3.1.4 Die ersten beiden Cysteinreste in Mia40 sind essentiell fiir den Disulfidbriicken-
transfer von Ervl auf Mia40

Als néchstes wurde untersucht, welche Cysteinreste in Mia40 an der Disulfidbriickeniibertragung
von Erv1 auf Mia40 beteiligt sind. Da die Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten C1 und C2
redoxsensitiv ist und Ervl partiell reduziertes Mia40 oxidiert, konnten die ersten beiden
Cysteinreste eine wichtige Rolle in dieser Reaktion spielen. Deshalb wurde getestet, ob
Cysteinvarianten des CPC-Segments in Mia40 von Ervl reoxidiert werden konnen. Die
Varianten Mia40C-C1,2S und Mia40C-C1S wurden vollstindig reduziert, iiber Gelfiltration vom

Reduktionsmittel gereinigt und jeweils mit Ervl inkubiert. Sowohl Mia40C-C1,2S als auch
70



Ergebnisse

Mia40C-C1S wurden im Gegensatz zu Mia40C nicht durch Ervl oxidiert, wie aus der
Modifikation mit AMS hervorgeht (Abbildung 3.18A). Das bedeutet, dass die redoxsensitiven
Cysteinreste C1 und C2 notwendig fiir die Ubertragung der Disulfidbriicken von Ervl auf
Mia40C sind und somit fiir die Bildung der Disulfidbriicken in Mia40. Fehlen diese Cysteinreste
ist Mia40 kein Substrat von Ervl, d. h. die Disulfidbriicken des CXoC-Motivs konnen nicht direkt
durch Ervl oxidiert werden. Voraussetzung fiir die Bildung dieser Disulfidbriicken scheint die
Ausbildung der redoxsensitiven Disulfidbriicke zu sein: die Oxidation der Variante Mia40C-C1S
mit einem verbliebenen Cysteinrest im CPC-Segment war nicht moglich (Abbildung 3.18B),

obwohl sie mit Ervl1 interagieren kann, wie spiter gezeigt wurde (siche Abbildung 3.19B).
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Abbildung 3.18 Beide Cysteinreste des CPC-Segments in Mia40 sind fiir die Oxidation
durch Ervl erforderlich

A) Mia40C-C1,2S wird nicht durch Erv1 oxidiert. Mia40C-C1,2S wurde durch Inkubation mit 5
mM DTT bei 95°C vollstindig reduziert. Nach Entfernung des DTT mittels Gelfiltration wurden
10 pg des Proteins mit Ervl (2,5 pug) bei 25°C inkubiert. Nach Inkubation mit 30 mM AMS
wurden die Proben mittels SDS-PAGE unter nichtreduzierenden Bedingungen und Farbung mit
Coomassie Blue analysiert.

B) Mia40C-C1S wird nicht durch Ervl oxidiert. Mia4d0C und Mia40C-C1S wurden wie in A)
behandelt und analysiert. Die in A) und B) beschriebenen Reaktionen wurden unter

mikroanaeroben Bedingungen in einer mit Stickstoff gefiillten ,,glove bag* durchgefiihrt.
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3.3.1.5 Mia40 interagiert iiber den zweiten Cysteinrest des CPC-Segments mit Ervl

Die Ubertragung von Disulfidbriicken auf Mia40 erfordert die Bildung von Disulfidintermediaten
zwischen Mia40 und Ervl. Um solche Intermediate zu detektieren, wurde partiell reduziertes
Mia40C mit Ervl und anschlieBend mit TAA inkubiert, das die Auflésung transienter
Interaktionen blockiert. Mit Antikdrpern sowohl gegen Ervl als auch gegen Mia40 wurde eine
Proteinspezies detektiert, die der Grole nach einem Komplex aus Mia40C und Erv1 entsprach
(Abbildung 3.19A). Dieser Komplex war in Gegenwart von DTT nicht stabil (Daten nicht
gezeigt), was fiir eine Interaktion iiber Disulfidbriicken spricht.

Als nidchstes wurde untersucht, welche der Cysteinreste in Mia40 an der Interaktion mit Ervl
beteiligt sind. Mogliche Interaktionspartner sind die Cysteinreste C1 und C2, die in partiell
reduziertem Mia40 als freie Thiole vorliegen. Dafiir spricht auBerdem, dass keine Ubertragung
von Disulfidbriicken auf Mia40C stattfinden kann, wenn die ersten beiden Cysteinreste fehlen.
Tatsédchlich konnte keine Interaktion von Ervl mit Mia40C-C1,2S beobachtet werden (Abbildung
3.19B). Um zu testen, ob Ervl mit einem der beiden Cysteinreste des CPC-Segments spezifisch
interagiert, wurden die Cysteinvarianten Mia40C-C1S und Mia40C-C2S mit Erv1 inkubiert und
mittels Immundekoration analysiert. Miad0C-C1S interagierte trotz des fehlenden ersten
Cysteinrestes mit Ervl, wohingegen der Austausch des zweiten Cysteinrestes in Mia40C-C2S die
Interaktion mit Ervl verhinderte. Beachtenswert ist, dass grolere Mengen des Intermediates
zwischen Ervl und Mia40C-C1S gebildet wurden. Vermutlich konnte in diesem Fall die
Interaktion nicht effizient durch Bildung der Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten C1 und
C2 aufgelost werden.

Fiir alle getesteten Cysteinvarianten des CXoC-Motivs von Mia40C konnte eine Interaktion mit
Ervl detektiert werden (Abbildung 3.19B, rechte Seite). Allerdings waren die Mengen des
Miad0-Erv1-Disulfidintermediates fiir die Varianten Mia40C-C6S und Mia40C-C3,6S deutlich
verringert und nur sehr geringe Mengen der Interaktion von Ervl mit der Variante Mia40C-C3S
konnten nachgewiesen werden. Mia40C-C4,5S zeigte dagegen keine Beeintrichtigung in der

Interaktion mit Ervl1.
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Abbildung 3.19 Der zweite Cysteinrest in Mia40C ist essentiell fiir die Interaktion mit Ervl
A) Mia40C interagiert mit Ervl iiber Disulfidbriicken. Mia40C wurde wie in 3.15A partiell

reduziert und mit dquimolaren Mengen an Erv1 bei 25°C fiir die angegebenen Zeiten inkubiert.

Die Proben wurden anschlieBend mit 80 mM IAA fiir 30 min bei 25°C inkubiert. Unter

nichtreduzierenden Bedingungen wurden die Proben iiber SDS-PAGE aufgetrennt und mittels

Immundekoration mit spezifischen Antikorpern gegen Ervl und Mia40 analysiert. *, Mia40C-

Dimer; **, Abbauprodukt von Ervl.

B) Interaktion von Mia40C-Cysteinvarianten mit Ervl. Partiell reduziertes Mia40C und die

angegebenen Cysteinvarianten (jeweils 7 pug, 14 pg fiir Mia4d0C-C3S) wurden mit Ervl (7 pg)

inkubiert und dann mit IAA modifiziert. Die Analyse der Proben erfolgte wie in A). *, Mia40C-

Dimer; **, Abbauprodukt von Ervl.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Ervl mit reduziertem Mia40C Disulfidintermediate
bildet, wobei Ervl spezifisch mit dem zweiten Cysteinrest C2 in Mia40C interagiert. Fiir die
nachfolgende Ubertragung der Disulfidbriicken auf Mia40C ist allerdings die Anwesenheit beider
Cysteinreste des CPC-Segments erforderlich. Die Cysteinreste C3 und C6 scheinen eine wichtige
Rolle in der Stabilisierung einer funktionellen Konformation von Mia40C zu spielen, welche eine

effiziente Interaktion mit Erv1 begiinstigt.

3.3.2 Oxidation von Substratproteinen durch das Mia40-Erv1-Disulfidtransfer-
system

Mia40 dient wihrend der Importreaktion als Rezeptor fiir cysteinreiche IMR-Proteine, indem es
Disulfidintermediate mit diesen Proteinen ausbildet. Einige dieser Substrate enthalten in ihrer
nativen Konformation intramolekulare Disulfidbriicken. Dies deutet auf einen Mechanismus hin,
bei dem Disulfidbriicken von Mia40 auf das interagierende IMR-Protein iibertragen werden.
Allerdings konnte bisher solch ein Disulfidtransfer nicht direkt gezeigt werden. Daher wurde in
vitro getestet, ob Mia40 nicht nur als Rezeptor, sondern auch als Oxidase fiir Substratproteine

fungiert.

3.3.2.1 Mia40C-C1,2S wird von Mia40 oxidiert

Wie bereits gezeigt, ist die Variante Mia40C-C1,2S kein Substrat der Sulthydryloxidase Ervl.
Jedoch enthilt Mia40C-C1,2S immer noch das rwin CXy¢C-Motiv, welches charakteristisch fiir
Substratproteine von Mia40 ist. Aus diesem Grund wurde gepriift, ob Mia40C diese Variante
oxidieren kann. Dazu wurden dquimolare Mengen der reduzierten Variante Mia40C-C1,2S und
der oxidierten Form von Mia40C miteinander inkubiert. Der Redoxzustand der Proteine wurde
durch AMS-Behandlung nachverfolgt. Die Inkubation mit Mia40C fiihrte offensichtlich zur
Oxidation der Variante, da die vollstindig AMS-modifizierte Spezies von Mia40C-C1,2S nicht
mehr detektiert werden konnte (Abbildung 3.20A). Durch die Ubertragung von Disulfidbriicken
auf Miad40C-C1,2S war Mia40C offenbar in die partiell reduzierte Form iiberfiihrt worden,
indiziert durch die Bildung einer Spezies, die mit zwei AMS-Molekiilen modifiziert wurde.

Fir die Ubertragung oxidierender Aquivalente auf die Mia40C-Variante erschien die
redoxsensitive Disulfidbriicke im CPC-Segment von Mia40C als Donor wahrscheinlich, da diese
Disulfidbriicke von Ervl regeneriert werden kann. Ist Mia40C in partiell reduzierter Form fihig
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Mia40C-C1,2S zu reoxidieren? Nach Inkubation der beiden Proteine wurde die Cysteinvariante
weiterhin mit AMS modifiziert, blieb also reduziert (Abbildung 3.20B). Die Cysteinreste des
CPC-Segmentes in Mia40C miissen demnach in oxidierter Form vorliegen, um die Variante
Mia40C-C1,2S oxidieren zu konnen. Eine Isomerisierungsreaktion zwischen den rwin CXoC-
Motiven zur Ubertragung der Disulfidbriicken von Mia40C auf die Cysteinvariante ist daher
unwahrscheinlich.

Fiir die bisherigen Experimente wurden #quimolare Mengen der beteiligten Komponenten
eingesetzt. Da Mia40 enzymatisch aktiv sein konnte, wurde untersucht, ob katalytische Mengen
der oxidierten Form von Mia40C die Oxidation der Cysteinreste des twin CXoC-Motivs
vermitteln konnen. Dies ist jedoch nicht der Fall, da ohne weitere Zugabe von Ervl Mia40C-
C1,2S reduziert blieb, angezeigt durch Modifikation mit AMS (Abbildung 3.20C, Spur 7). Wurde
dem Reaktionsansatz hingegen zusitzlich Erv1 beigefiigt, resultierte dies in effizienter Oxidation
von Mia40C-C1,2S (Abbildung 3.20C, Spur 8 und 9). Diese Oxidationsreaktion wurde iiber die
katalytischen Mengen an Mia40C vermittelt, da Ervl nicht fdahig war, Mia40C-C1,2S zu
reoxidieren (Abbildung 3.20C, Spur 5 und 6). Ervl hatte offensichtlich die oxidierte Form von
Mia40C regeneriert, so dass weitere Oxidationszyklen von Mia40C-C1,2S moglich waren.
Daraus lidsst sich schlieBen, dass Mia40 das Potential hat, Substratproteine mit twin CXoC-
Motiven wie die Mia40C-C1,2S Variante zu oxidieren. Es wurde gezeigt, dass das Mia40-Erv1-
Disulfidtransfersystem in dem rekonstituierten System Disulfidbriicken auf Substratproteine mit

twin CXoC-Motiven iibertragen kann.
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Abbildung 3.20 Das Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystem oxidiert Mia40C-C1,2S

A) Miad0C oxidiert vollstindig reduziertes Miad0C-C1,2S. Mia40C-C1,2S wurde wie in
Abbildung 3.18A vollstindig reduziert und mit dquimolaren Mengen an Mia40C bei 25°C
inkubiert. Nach Inkubation mit 30 mM AMS fiir 1 h bei 25°C wurden die Proben mittels
nichreduzierender SDS-PAGE und Firbung mit Coomassie Blue analysiert.

B) Mia40C-C1,2S wird nicht durch partiell reduziertes Mia40C oxidiert. Mia4d0C wurde wie in
Abbildung 3.15A partiell reduziert und mit dquimolaren Mengen an vollstindig reduziertem
Mia40C-C1,2S fiir 20 min bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 30 mM
AMS behandelt. Die Proben wurden iiber reduzierende SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Coomassie Blue gefirbt.

C) Mia40C und Ervl bilden ein Disulfidtransfersystem. Vollstindig reduziertes Mia40C-C1,2S
(7 ng) wurde mit 0,5 pg Mia40C und 0,5 oder 2,5 pg Ervl fiir 20 min bei 25°C inkubiert (Spur 8
und 9). Als Kontrolle wurde vollstindig reduziertes Mia40C-C1,2S entweder mit 0,5 ug Mia40C
(Spur 7) oder mit 0,5 oder 2,5 ug Ervl (Spur 5 und 6) inkubiert. Alle Proben wurden mit 15 mM
AMS modifiziert und anschliefend wie in A) analysiert. Die in A), B) und C) beschriebenen
Reaktionen wurden unter mikroanaeroben Bedingungen in einer mit Stickstoff gefiillten ,.glove

bag* durchgefiihrt.
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3.3.2.2 Das Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystem oxidiert Tim10, ein Substrat mit twin
CX;C-Motiv

Die Ubertragung von Disulfidbriicken erfordert die Ausbildung von intermolekularen
Disulfidbriicken  zwischen  Mia40 und  Substratproteinen.  Solche = DTT-sensitiven
Disulfidintermediate konnten wihrend des Importprozesses von Substratproteinen in
Mitochondrien nachgewiesen werden (Mesecke et al., 2005; Terziyska et al., 2005). Um eine
direkte Interaktion von Mia40 mit Substratprotein in vitro nachzuweisen, wurde das reduzierte
Substratprotein  Tim10 mit Mia40C inkubiert, mit TAA behandelt und iiber SDS-PAGE
aufgetrennt. Durch Immundekoration mit Antikorpern gegen Tim10 und Miad40 wurde eine
Proteinspezies detektiert, die der GroBe nach einem Intermediat aus Tim10 und Mia40C
entsprach (Abbildung 3.21A). Dieses Intermediat war sensitiv gegeniiber DTT (Daten nicht
gezeigt). Somit konnte gezeigt werden, dass Mia40C Disulfidbriicken mit einem Substratprotein
ausbildet. Als nichstes wurde getestet, ob Tim10, ein Substratprotein mit twin CX3C-Motiv,
ebenfalls durch das Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystem oxidiert werden kann. Dazu wurde
reduziertes Tim10 entweder mit katalytischen Mengen an Mia40C, Ervl oder mit beiden
Proteinen inkubiert. Der Redoxstatus von Tim10 wurde durch Modifikation der Proben mit AMS
und nachfolgender Immundekoration der aufgetrennten Proteine mit Antikérpern gegen Tim10
bestimmt. Aus Abbildung 3.21B wird ersichtlich, dass katalytische Mengen an Mia40C (Spuren
6-8) oder Ervl (Spur 5) nicht zu einer Oxidation von Timl0 fiihrten. Die Zugabe beider
Komponenten des Disulfidtransfersystems resultierte dagegen in der Reoxidation des
Substratproteins Tim10 (Abbildung 3.21B, Spuren 9-11).

Zusammenfassend ldsst sich aus diesen Ergebnissen schlieBen, dass das Mia40-Ervl-
Disulfidtransfersystem die Fédhigkeit besitzt, Disulfidbriicken auf typische Substratproteine mit

twin CX3C- oder twin CXoC-Motiven zu transferieren und diese dadurch oxidiert.
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Abbildung 3.21 Tim10 wird durch das Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystem oxidiert

A) Mia40C interagiert mit Tim10 {iber Disulfidbriicken. Rekombinantes Tim10 wurde fiir 10 min
bei 95°C mit 10 mM DTT reduziert und anschlieBend iiber Gelfiltration reisoliert. Reduziertes
Tim10 wurde mit dquimolaren Mengen Mia40C oder Mia40C und Ervl inkubiert. Die Proben
wurden mit 80 mM IAA bei 25°C fiir 30 min inkubiert und iiber nichtreduzierende SDS-PAGE
aufgetrennt. Proteine wurden durch Immundekoration mit spezifischen Antikorpern gegen Tim10
und Mia40 detektiert. *, Mia40-Dimer; **, Tim10-Dimer.

B) Mia40C und Erv1 werden fiir die Oxidation von Tim10 benétigt. Wie in A) reduziertes Tim10
(10 mM) wurde bei 25°C ohne zusitzliche Proteine (Spur 4), mit Ervl (0,6 mM, Spur 5), mit
Mia40C (0,6 mM. Spuren 6-8), oder mit Mia40C (0,6 mM) und Ervl (0,6 mM, Spuren 9-11)
zusammen inkubiert. Der Redoxzustand von Tim10 wurde durch AMS-Modifikation, gefolgt von
nichtreduzierender Tricin-SDS-PAGE und Immundekoration mit Antikdrpern gegen Timl0

analysiert. Als Kontrolle fiir das Laufverhalten der Redoxformen von Tim10 wurde oxidiertes
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und reduziertes Tim10 ebenfalls mit AMS modifiziert (Spur 2 und 3) und analysiert. Die
oxidierte Form von Timl0 weist im Vergleich zur reduzierten Form eine weniger effiziente
Bindung des Antikorpers auf (vergleiche Spuren 1 und 2 mit Spur 3). Die Reaktionen wurden

unter mikroanaeroben Bedingungen in einer mit Stickstoff gefiillten ,.glove bag* durchgefiihrt.

3.3.2.3 Die redoxsensitive Disulfidbriicke in Mia40 ist essentiell fiir die Oxidation von
Tim10

Das etablierte rekonstituierte System wurde nun verwendet, um herauszufinden, welche
Cysteinreste in Mia40 eine wichtige Rolle im Oxidationsprozess von Timl0 spielen. Dazu
wurden verschiedene Cysteinvarianten des CPC-Segments und des twin CX9C-Motivs in Mia40C
zusammen mit Ervl und reduziertem Tim10 inkubiert. Durch den Austausch des ersten oder
zweiten Cysteinrestes oder beider Cysteinreste des CPC-Segments wurde die Bildung der
oxidierten Form von Timl10 offensichtlich verhindert (Abbildung 3.22). Auch die Variante
Mia40C-C5,6S, in der beide Disulfidbriicken des twin CXo9C-Motivs nicht gebildet werden
konnen, fithrte nicht zur Oxidation von Tim10. Die Varianten Mia40C-C3S, Mia40C-C6S und
Mia40C-C3,6 oxidierten Tim10, wenn auch mit reduzierter Effizienz, wiahrend der Verlust der

Disulfidbriicke in Mia40C-C4,5S keinen Einfluf} auf die Oxidation von Tim10 hatte.

+Erv1
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S 16 \VPud & 100, 9° O ia
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% - ¢ =

. o & =;__
'- —Tim10,,4-4 AMS

Abbildung 3.22 Die ersten beiden Cysteinreste in Mia4( sind notwendig fiir die Oxidation
von Tim10

Tim10 wurde wie in 3.21A reduziert und reisoliert. 10 mM reduziertes Tim10 wurde mit den
angegebenen Cysteinvarianten von Mia40C (0,6 mM) zusammen mit Erv1 (0,6 mM) fiir 210 min
bei 25°C inkubiert. Der Redoxzustand von Tim10 wurde durch AMS-Modifikation, gefolgt von
nichtreduzierender Tricin-SDS-PAGE und Immundekoration mit Antikorpern gegen Tim10
analysiert. Die Reaktionen wurden unter mikroanaeroben Bedingungen in einer mit Stickstoff

gefiillten ,,glove bag* durchgefiihrt.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die redoxsensitive Disulfidbriicke essentiell fiir die katalytische
Funktion von Mia40 im Transfer von Disulfidbriicken auf Substratproteine ist. Die Cysteinreste
des twin CXo9C-Motivs spielen keine entscheidende Rolle fiir die katalytische Aktivitit von
Miad0. Der Verlust der Funktion von Mia40C-C5,6S ist vermutlich auf die Instabilitidt des

Proteins zuriickzufiihren.
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4 Diskussion

Alle Proteine des IMR werden im Zellkern kodiert und miissen in Mitochondrien importiert
werden. Ein Grofteil dieser Proteine enthilt kein mitochondriales Sortierungssignal und wird
unabhédngig vom TIM23-Komplex importiert. Charakteristisch fiir diese Proteine sind
konservierte Cysteinmotive. Fiir den Import dieser Proteine sind der redoxsensitive
Importrezeptor Mia40 und die Sulfhydryloxidase Ervl essentiell (Chacinska et al., 2004;
Mesecke et al., 2005; Naoe et al., 2004; Terziyska et al., 2005). In dieser Arbeit wurden das
Substratspektrum und der Mechanismus des Mia40/Erv1-Systems mit gereinigten Komponenten

untersucht.

4.1 Ervl, ein untypisches Substrat des Mia40/Erv1-Systems

Es konnte gezeigt werden, dass Ervl abhédngig von dem Mia40/Erv1-System in Mitochondrien
importiert wird. Fiir die Translokation in den IMR ist die Ausbildung eines Disulfidintermediats
zwischen importiertem Ervl und Mia40 notwendig. Dabei handelt es sich vermutlich um eine
transiente Interaktion im Verlauf der Importreaktion, da die Menge des Intermediats mit der Zeit
abnahm, wenn kein neues Ervl importiert wurde. Mit einem Molekulargewicht von 22 kDa ist
Ervl das groBte bislang identifizierte Substratprotein von Mia4(. Die présentierten Ergebnisse
lassen den SchluBl zu, dass das Miad40/Erv1-System fihig ist, groBere Proteine als bisher
angenommen zu importieren.

Zu den am besten untersuchten Substratproteinen von Mia40 gehort die Gruppe der kleinen Tim-
Proteine, die durch ein twin CX3C-Motiv gekennzeichnet sind (Curran et al., 2002a; Paschen et
al., 2000). Die zweite gro3e Gruppe der bislang bekannten Mia40-Substrate beinhaltet Proteine
mit twin CXoC-Motiven. Dazu gehoren das gut charakterisierte Kupferchaperon Cox17 und
weitere Proteine wie Cox19, Cox23, Mdm35, Mic14 und Mic17 (Chacinska et al., 2004; Gabriel
et al., 2007). Ervl besitzt dagegen kein rwin CX3C- oder twin CXoC-Motiv, wie es typisch fiir
alle bekannten Substrate von Mia40 ist. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Cysteinreste in
Ervl erforderlich fiir seinen Import sind. Allerdings ist die Anordnung in zwei CX,C-Motiven
dafiir nicht notwendig. Austauschmutanten von Cysteinresten der beiden CX,C-Motive von Ervl

wurden &dhnlich effizient importiert wie WT-Ervl. Damit iibereinstimmend ist ein Hefestamm
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tiberlebensfihig, der die Cysteinvariante Erv1-C30S des ersten CX,C-Motivs exprimiert. Diese
Cysteinvariante des Ervl-Proteins ist im IMR der Mitochondrien lokalisiert (Hothaus et al.,
2003). Somit besitzt das Mia40/Erv1-System beziiglich der Anordnung der Cysteinreste ein
groeres Substratspektrum als bisher bekannt war. Kiirzlich wurde gezeigt, dass Substratproteine
mit twin CX3C-Motiven von Mia40 spezifisch am ersten N-terminalen Cysteinrest erkannt
werden. Fehlt dieser Cysteinrest ist der Import drastisch reduziert, da keine Interaktion mit Mia40
stattfinden kann (Milenkovic et al., 2007; Sideris und Tokatlidis, 2007). Werden andere
Substrattypen iiber den gleichen Mechanismus erkannt? Die Ergebnisse dieser Arbeit
demonstrieren, dass zumindest fiir Ervl der erste N-terminale Cysteinrest fiir die Interaktion mit
Mia40 nicht erforderlich ist. In diesem Fall kénnen offenbar andere Cysteinreste die Funktion
iitbernehmen. Der Importprozess von Ervl konnte sich daher mechanistisch von dem der
Substratproteine mit twin CX3C- und CXoC-Motiven unterscheiden.

Dafiir sprechen weitere Vergleiche des Aufbaus der Substratproteine und der Funktion der
Cysteinreste. Typische Substratproteine von Mia4(0 bestehen aus einer Domine mit einfacher
Faltung. Es wurde vorgeschlagen, dass die oxidative Faltung der Proteine im IMR die Triebkraft
fiir ihren Nettoimport darstellt (Lu et al., 2004a; Mesecke et al., 2005). Zwei antiparallele Helices
werden durch zwei interhelikale Disulfidbriicken zwischen den proximalen und distalen
Cysteinresten der twin CX3C- oder twin CXoC-Motive stabilisiert (Allen et al., 2003; Arnesano et
al., 2005; Webb et al., 2006). Ervl dagegen besteht aus zwei strukturellen Segmenten: einem
flexiblen N-terminalen Abschnitt und der katalytischen FAD-Bindedomine mit komplexer
Faltung. Das erste CX,C-Motiv befindet sich in der flexiblen Region, wihrend das zweite
katalytische CX,C-Motiv in rdumlicher Nidhe zum Isoalloxazinring des FAD angeordnet ist.
Beide CX,C-Motive sind am Elektronentransport beteiligt und vermutlich nicht an der
Stabilisierung von Ervl (Coppock und Thorpe, 2006). Diese Aspekte unterscheiden Ervl
erheblich von den bisher bekannten Substraten und lassen auf Unterschiede im
Importmechanismus schlieBen. Zu klédren bleibt unter anderem wie Ervl im IMR zuriickgehalten
wird. Spielt dabei auch die oxidative Faltung des Proteins eine Rolle? Ervl enthilt neben den
beiden CX,C-Motiven eine Disulfidbriicke, die wahrscheinlich der Stabilisierung der FAD-
Bindedomine dient (Hofhaus et al., 2003). Zusitzlich tragt vermutlich auch der Einbau des FAD-
Kofaktors zur Faltung von Erv1 bei.

Es gibt weitere Proteine im IMR von Mitochondrien, von denen bekannt ist, dass ihre

Cysteinreste in gefaltetem Zustand Disulfidbriicken ausbilden. Cox12, eine Untereinheit der
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Cytochrom ¢ Oxidase, enthilt ein CXyC-CX;oC-Motiv, welches funktionell einem win CXoC-
Motiv gleichen konnte. Dagegen bilden die Cysteinreste in einigen anderen Proteinen keine
spezifischen Motive, wie z. B. in Qcr 6, einer Untereinheit des Cytochrom bc/ Komplexes oder
in Scol, einem Assemblierungsfaktor der Cytochrom ¢ Oxidase. Es bleibt zu kldren, ob sie
ebenfalls Mia40-abhédngig importiert und oxidiert werden und wenn ja, ob es iibereinstimmende
Merkmale des Importmechanismus der unterschiedlichen Substrattypen gibt. Fiir das
Kupferchaperon Ccsl, welches neben einem CX,C-Motiv fiinf weitere Cysteinreste enthilt,
konnte kiirzlich eine Abhéngigkeit des Imports von Mia40 nachgewiesen werden (Reddehase et
al., 2009). Dies bestitigt ein Substratspektrum von Mia40, welches nicht nur auf Proteine mit
twin CX3C- oder twin CXoC-Motive beschrinkt ist. Allerdings ist auch fiir dieses Mia40-
Substratprotein der genaue Importmechanismus nicht néher charakterisiert.

Ervl wird nicht nur mittels des Mia40/Erv1l-Systems in den IMR importiert, sondern ist auch
eine essentielle Komponente dieses Systems. Die weiteren, bisher bekannten Komponenten,
Mia40 und Cytochrom ¢, werden in Hefe nicht iiber das Mia40/Erv1-System in Mitochondrien
transportiert. Cytochrom ¢ wird tiber Interaktion mit der Cytochrom ¢ Hémlyase in den IMR
importiert (Dumont et al., 1991; Dumont et al., 1988; Nargang et al., 1988), wihrend Mia40 tiber
den TIM23-Komplex lateral in die Innenmembran inseriert wird (Chacinska et al., 2004; Naoe et
al., 2004). In hoheren Eukaryoten wird vermutlich auch Mia40 selbst iiber das Mia40/Erv1-
System in den IMR importiert (siche 4.4).

4.2 Redoxzustinde von Mia4(

In isolierten Mitochondrien aus Hefezellen wurden bisher eine oxidierte und eine reduzierte Form
von Mia40 beschrieben, wobei Mia40 vor allem in der oxidierten Form vorliegt (Mesecke et al.,
2005). Ahnliches wurde auch fiir humanes Mia40 beobachtet (Hofmann et al., 2005). In der
vorliegenden Arbeit wurden die verschiedenen Redoxzustinde von Mia4( anhand der gereinigten
C-terminalen Doméne von Mia40 auf molekularer Ebene charakterisiert.

Diese Domiine ist hochkonserviert und enthilt sechs invariante Cysteinreste, angeordnet in einem
CPC-CXyC-CXoC-Muster. Eine hohe Sequenziibereinstimmung zwischen Mia40 Homologen in
diesem Bereich deutete bereits auf eine wichtige Funktion dieses Proteinsegments hin.

Tatséchlich konnte gezeigt werden, dass die in den IMR sortierte C-terminale Doméne notwendig
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und ausreichend ist, um Volldngen-Mia40 in Hefezellen funktionell zu ersetzen (Terziyska et al.,

2009).

4.2.1 Miad0 enthilt eine katalytische redoxsensitive Disulfidbriicke

Anhand von AMS-Modifikations-Experimenten und massenspektrometrischer Analysen des
gereinigten monomeren Proteins konnten der oxidierten Form von Mia40 drei Disulfidbriicken
zugeordnet werden. Das bedeutet, alle sechs Cysteinreste liegen oxidiert in intramolekularen
Disulfidbriicken vor. Die ersten beiden Cysteinreste des CPC-Segments bilden eine
Disulfidbriicke, die unter nativen Bedingungen leicht zuginglich und redoxsensitiv ist. Sie ist
essentiell fiir katalytische Redoxreaktionen sowohl mit Substratproteinen als auch mit Ervl. Eine
strukturelle Funktion ist unwahrscheinlich, da die Reduktion dieser Disulfidbriicke keinen
EinfluB} auf die Stabilitit von Mia40 hatte. In vivo Beobachtungen an endogenem Mia4(0 und
Cysteinvarianten von Mia40 stimmen sehr gut mit diesen Ergebnissen iiberein (Terziyska et al.,
2009).

Durch die Reduktion der Disulfidbriicke zwischen den ersten beiden Cysteinresten entsteht eine
partiell reduzierte Form von Mia40, die zwei Disulfidbriicken enthilt. In der vorliegenden Arbeit
wurde gezeigt, dass diese der in vivo beobachteten reduzierten Form von Mia40 entspricht. Die
reduzierte Form von Miad40 entsteht vermehrt durch den Import chemischer Mengen an
Substratproteinen wie Tim13 und Cox17 in isolierte Mitochondrien (Mesecke et al., 2008;
Terziyska et al., 2009). Dies ldsst vermuten, dass Mia40 in einer Reaktion mit dem
Substratprotein von der oxidierten in die partiell reduzierte Form {iiberfithrt wird. Die nahe
Anordnung der beiden Cysteinreste in einem CXC-Motiv ist vermutlich der Grund fiir die
Ausbildung einer relativ instabilen Disulfidbriicke (Zhang und Snyder, 1989). Die Instabilitit
dieser Disulfidbriicke konnte vorteilhaft fiir die effiziente Ubertragung von oxidativen
Aquivalenten auf Substratproteine sein. Eine dhnliche Anordnung in einem CGC-Motiv findet
sich in FErv2 wieder, welches Disulfidbriicken auf Substratproteine wie PDI im

Endoplasmatischen Retikulum iibertrigt (Vala et al., 2005).
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Abbildung 4.1 Schematische Darstellung der oxidierten und partiell reduzierten Form von
Mia40

Oxidiertes Mia40 enthdlt drei intramolekulare Disulfidbriicken. FEine redoxsensitive
Disulfidbriicke wird zwischen den ersten beiden Cysteinresten C1 und C2 gebildet. Sie wird
unter nativen Bedingungen durch DTT reduziert, wodurch Mia40 in eine partiell reduzierte Form

uberfiihrt wird.

4.2.2 Miad40 wird durch Disulfidbriicken des twin CX,C-Motivs stabilisiert

Massenspektrometrische Analysen ergaben, dass die CXoC-Segmente des rwin CXy9C-Motivs
iiber zwei Disulfidbriicken zwischen den proximalen (C3 und C6) und distalen (C4 und C5)
Cysteinresten verbunden sind. Diese Disulfidbriicken konnten nur unter denaturierenden
Bedingungen reduziert werden und scheinen auch in vivo nicht gedffnet zu werden (Terziyska et
al., 2009). Sie sind wichtig fiir eine stabile Faltung der konservierten Domine von Mia40. Fehlt
eine dieser redoxstabilen Disulfidbriicken, wird das Protein nicht mehr zu einem
proteaseresistenten Fragment abgebaut, sondern vollstindig durch Trypsin degradiert. Dabei
scheint die @uBere Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten C3 und C6 wichtiger fiir die
Stabilisierung einer funktionellen Konformation von Mia40 zu sein, als die innere
Disulfidbriicke. Wird einer der Cysteinreste C3 oder C6 ausgetauscht, ist die Interaktion mit Erv1
und Substratproteinen stark beeintrichtigt (Terziyska et al., 2009). Das Fehlen der Disulfidbriicke
zwischen den Cysteinresten C4 und C5 hat dagegen weniger starke Auswirkungen, da vermutlich
die beiden Helices des mwin CXygC-Motivs immer noch ausreichend durch die #ulBlere
Disulfidbriicke verkniipft werden und eine zumindest teilweise Faltung moglich ist.

Die Cysteinreste des twin CXoC-Motivs in Mia4( befinden sich in einer vorhergesagten CHCH

(coiled-coil-helix-coiled-coil)-Domine, die sich auch in einer Vielzahl von Mia40
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Substratproteinen, wie Cox17, Cox19, Micl4, Micl7 und Mdm35 findet (Beers et al., 1997;
Gabriel et al., 2007; Nobrega et al., 2002). Die NMR-Struktur von Cox17 zeigt, tibereinstimmend
mit den hier prisentierten Ergebnissen, zwei interhelikale Disulfidbriicken zwischen den beiden
Helices des mwin CXoC-Motivs (Arnesano et al., 2005; Voronova et al., 2007). Diese
Disulfidbriicken stabilisieren die Helices in einer antiparallelen Haarnadelstruktur. Ahnlich wie
die Disulfidbriicken in Mia4(0, werden sie unter milden reduzierenden Bedingungen nicht
geoffnet. Somit konnte die Stabilisierung durch Disulfidbriicken ein generelles Charakteristikum
fiir Proteine mit einem twin CXy9C-Motiv in einer CHCH-Domine sein. Mia40 und seine

Substratproteine konnten sich daher aus einem gemeinsamen Vorlduferprotein entwickelt haben.

|ea DTT
\ne_c—S—C4 >
\05——8 ¥ | denaturierend
Y’U
oxidiertes Mia40 vollstéandig reduziertes Mia40

Abbildung 4.2 Schematische Darstellung der oxidierten und vollstiindig reduzierten Form
von Mia40

Neben einer redoxsensitiven Disulfidbriicke enthélt oxidiertes Miad40 zwei stabilisierende
Disulfidbriicken, die die CXyC-Segmente des rwin CXyC-Motivs verbinden. Die &dullere
Disulfidbriicke wird zwischen den Cysteinresten C3 und C6 gebildet, die innere zwischen den
Cysteinresten C4 und C5. Beide Disulfidbriicken werden nur unter denaturierenden Bedingungen

durch DTT reduziert, so dass Mia40 unter diesen Bedingungen vollstindig reduziert vorliegt.

Die Zuordnung der Disulfidbriicken und ihre unterschiedliche Redoxsensitivitit wurden durch
Beobachtungen an der vor kurzem gel6sten Struktur des humanen Miad4(0 bestitigt. NMR-
Analysen zeigten, dass das humane Protein aus einer Kerndomine (core) und einem
Deckelsegment (/id) zusammengesetzt ist (Banci et al., 2009). Wie in Mia40 aus Hefe besteht der
Kern aus zwei Helices, die durch zwei Disulfidbriicken zwischen den CXoC-Segmenten in einer
antiparallelen Konformation stabilisiert werden. Das Deckelsegment enthilt das redoxsensitive

CPC-Motiv, welches unter nativen Bedingungen leicht zugénglich ist.
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4.3 Rekonstitution des Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystems

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Oxidation von Substratproteinen mit twin CXoC- und
twin CX3C-Motiven durch Mia40 und Ervl rekonstituiert. Beide Proteine, die in vivo essentiell
sind und Effekte auf die oxidative Faltung zeigen, waren fiir die Reaktion erforderlich und
ausreichend. Katalytische Mengen an Mia40 alleine fithrten nicht zur Oxidation der
Substratproteine, was gegen eine enzymatische Funktion von Mia40 spricht. Stattdessen
erforderte der Ablauf weiterer Reaktionszyklen die Regeneration der aktiven Form von Mia40
durch Oxidation mit Ervl. Da Ervl Substratproteine nicht direkt oxidierte, konnte gefolgert
werden, dass die Oxidation der Substratproteine iiber die katalytischen Mengen an Mia40
vermittelt wird. Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse sprechen somit fiir einen linearen
Transfer der Disulfidbriicken, welcher sich in zwei Reaktionen unterteilt: zum einen der
Oxidation der Substratproteine durch Mia40, zum anderen der Reoxidation von Mia40 durch

Ervl.

4.3.1 Miad0 ist ein Substrat von Ervl

Kiirzlich wurde Mia40 als erstes physiologisches Substrat der Sulfhydryloxidase Ervl
vorgeschlagen, da Disulfidintermediate zwischen Mia40 und Ervl in Mitochondrien detektiert
wurden (Mesecke et al., 2005; Rissler et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der direkte
Transfer von Disulfidbriicken von Erv1 auf Mia40 im rekonstituierten System demonstriert und
somit gezeigt, dass Mia40 ein Substrat von Ervl ist. Funktionelles Ervl benoétigte in vitro keine
weiteren Faktoren, um Disulfidbriicken auf Mia40 zu iibertragen.

Fiir die Interaktion mit Erv1 ist der zweite Cysteinrest des CPC-Segments in Mia40 essentiell. Es
konnte kein Disulfidintermediat zwischen der Cysteinvarianten Mia40C-C2S und Erv1 detektiert
werden, wihrend Mia40C-C1S, sowie Cysteinvarianten des twin CXoC-Motivs weiterhin mit
Ervl interagierten. Bei Verlust der Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten C3 und C6 war
die Bildung des Disulfidintermediats allerdings beeintrichtigt, was auf die Notwendigkeit einer
stabilen Konformation von Mia40 schlieBen 1463t, um mit Ervl optimal interagieren zu konnen.
Beobachtungen aus Mutationsanalysen von Mia40 in vivo bestitigen diese Ergebnisse (Terziyska
et al., 2009) und zeigen, dass die in vitro Bedingungen gut fiir die Beschreibung der Zustéinde in

vivo geeignet sind.
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Ervl vermag Mia40 nur zu oxidieren, wenn die ersten beiden Cysteinreste des CPC-Segments in
Mia40 vorhanden sind. Da es keine Hinweise darauf gibt, dass Mia40 unter physiologischen
Bedingungen vollstindig reduziert vorkommt, 148t sich folgern, dass Ervl die katalytische
Disulfidbriicke zwischen dem ersten und zweiten Cysteinrest regeneriert. Unterstiitzt werden
diese Ergebnisse durch die Beobachtung, dass Mia40 in Ervl-depletierten Mitochondrien in der
partiell reduzierten Form akkumuliert (Mesecke et al., 2005).

Es bleibt zu kldren, ob Mia40 das einzige Substratprotein von Ervl im IMR von Mitochondrien
ist. Neben Proteinen mit twin CX,C-Motiven gibt es weitere Proteine mit Disulfidbriicken im
IMR wie z. B. das Rieskeprotein der Atmungskette, die durch Ervl oxidiert werden konnten.
AuBerdem wird Ervl fiir die Reifung zytosolischer Proteine mit Eisen-Schwefel-Clustern
bendtigt (Lange et al., 2001). Daher konnten mogliche Substratproteine von Ervl am Export von

Proteinen mit Eisen-Schwefel-Clustern aus der mitochondrialen Matrix ins Zytosol beteiligt sein.

4.3.2 Miad0 oxidiert Substratproteine mit twin CXyC- und CX;C-Motiven

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal der Disulfidbriickentransfer von Mia40 auf ein
Substratprotein in vitro demonstriert werden. Eine Cysteinvariante von Mia40, die nur das twin
CXoyC-Motiv enthilt und somit typischen Substratproteinen wie Cox17 dhnelt, wurde vollstindig
durch Mia4( oxidiert, wobei Mia40 offenbar in die partiell reduzierte Form iiberfiihrt wurde.
Dies deutet darauf hin, dass die redoxsensitive Disulfidbriicke fiir die Oxidation von
Substratproteinen eine wichtige Rolle spielt. Tatsdchlich konnte Mia40C-C1,2S nicht oxidiert
werden, wenn die ersten beiden Cysteinreste in Mia40 reduziert waren. Auflerdem waren
Cysteinmutanten von Mia40, in denen die redoxsensitive Disulfidbriicke nicht gebildet werden
konnte, nicht fihig, Tim10 zu oxidieren.

Diese Ergebnisse lassen auf die Ubertragung der redoxsensitiven Disulfidbriicke von Mia40 auf
Substratproteine schlieBen. Sie stimmen gut mit der frither gemachten Beobachtung iiberein, dass
die Modifikation der partiell reduzierten Form von Mia40) mit NEM, den Import von
Substratproteinen in den IMR von Mitochondrien inhibiert (Mesecke et al., 2005). Durch die
Alkylierung der Thiolgruppen mit NEM wurde verhindert, dass Ervl die redoxsensitive
Disulfidbriicke regeneriert. Zudem wird Mia40 durch den Import chemischer Mengen an
Substratproteinen vermehrt in die partiell reduzierte Form iiberfiihrt (Mesecke et al., 2008;

Terziyska et al., 2009). In einer neuen Studie konnte Cox17 durch humanes Miad40 in vitro
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oxidiert werden, wobei anhand von NMR-Spektra ebenfalls die Bildung von partiell reduziertem
Mia40 nachgewiesen wurde (Banci et al., 2009).

Die Ergebnisse unterstiitzen die Pridsenz eines Mechanismus durch den die intermolekulare
Disulfidbriicke zwischen Mia40 und Substratprotein so aufgeldst wird, dass oxidiertes Substrat
freigesetzt wird, wihrend Mia40 in partiell reduzierter Form zuriickbleibt. In Ubereinstimmung
mit der Oxidation von Mia40C-C1,2S und Tim10 durch Mia40 in vitro, konnte kiirzlich in
Mitochondrien gezeigt werden, dass Substratproteine als oxidierte Monomere von Mia40
freigesetzt werden, bevor sie in hexamere Komplexe assemblieren (Muller et al., 2008).

Da Mia40 offensichtlich nur eine redoxsensitive und katalytisch wirksame Disulfidbriicke
enthilt, konnte die Bildung zweier Disulfidbriicken in den Substratproteinen mit rwin CX3C- oder
twin CXoC-Motiven durch zwei Molekiile Mia40 erfolgen. Da unter den Reaktionsbedingungen
noch Sauerstoff vorhanden ist, besteht allerdings auch die Moglichkeit, dass Mia4(0 eine
Disulfidbriicke einfiihrt und die zweite Disulfidbriicke durch die Ubertragung der Elektronen
vom Substrat auf molekularen Sauerstoff entsteht. Dies wurde auch von Banci und Kollegen
vorgeschlagen, die zeigen konnten, dass dquimolare Mengen an Mia40 ausreichend waren, um
zwel Disulfidbriicken in Cox17 einzufiihren. Dabei scheint die Bildung der Mia40-abhéngigen
Disulfidbriicke Voraussetzung fiir die Oxidation der zweiten Disulfidbriicke zu sein, da die
Substratproteine in Abwesenheit von Mia40 in der gleichen Zeit nicht oxidiert wurden.
Vermutlich werden durch die Bildung der ersten Disulfidbriicke die verbleibenden Cysteinreste
so positioniert, dass sie nun effizient durch Sauerstoff oxidiert werden konnen. Bei dieser
Reaktion miilite Wasserstoffperoxid entstehen, welches Banci und Kollegen wihrend der
Oxidation von Cox17 tatsdchlich nachweisen konnten.

Mia40 war in vitro als Monomer aktiv. NMR-Analysen ergaben, dass humanes Mia40 in vitro
ebenfalls in monomerer Form prisent ist (Banci et al., 2009). In vivo ist jedoch nicht ausreichend
geklart, ob Mia40 als Monomer vorliegt. Nach dem Verhalten in Gelfiltrations- und
Dichtegradientenzentrifugations-Experimenten zu urteilen, konnte natives Mia40 auch in einem
oligomeren Komplex vorkommen (Hofmann et al., 2005; Naoe et al., 2004). Allerdings dndert
sich das Laufverhalten von Mia40 aus Hefe in nativer Gelelektrophorese in Gegenwart von
Reduktionsmitteln oder stark denaturierenden Bedingungen nicht, was eher fiir eine monomere

Form spricht (Chacinska et al., 2004).
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4.4 Biogenese von Mia4(

Die Oxidation von Mia40C-C1,2S durch Mia40 148t die Annahme zu, dass die Biogenese von
Mia40 selbst abhingig vom Mia40/Erv1-System im IMR ist. Wie bereits erwihnt, ist in Hefe der
Import von Mia40 in Mitochondrien nicht abhingig von diesem System, da Mia40 ein N-
terminales Sortierungssignal enthilt und tiber den TIM23-Komplex in der Innenmembran
verankert wird. Die Faltung und Oxidation der konservierten C-terminalen Domine findet im
IMR statt. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Mia40 die Disulfidbriicken des
twin CXoC-Motivs in neu importiertem Mia40 einbaut, wodurch die Faltung des Proteins im IMR
ermoglicht wird.

Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Beobachtung, dass Cysteinvarianten des twin CXoC-
Motivs von humanem Miad4(0 deutlich schlechter in Hefemitochondrien importiert wurden
(Hofmann et al., 2005). Mia40 Homologe in héheren Eukaryoten sind mit Substratproteinen des
Mia40/Erv1-Systems vergleichbar: sie enthalten kein N-terminales Sortierungssignal und
besitzen ein twin CX9C-Motiv. Vermutlich werden sie iiber das Mia40/Erv1-System importiert,
so dass in diesem Fall der Einbau der Disulfidbriicken in Mia40 an dessen Import gekoppelt ist.
Die oxidative Faltung fiihrt zur Stabilisierung des Proteins im IMR, wodurch der Nettoimport in
den IMR ermdglicht wird. In einer neuen Studie konnte gezeigt werden, dass ein verkiirztes
Konstrukt von Mia40 aus Hefe ohne N-terminales Sortierungssignal und Transmembransegment
abhingig von Mia40 in den IMR transportiert wird (Chacinska et al., 2008). Somit erfolgt auch
die Faltung dieses Konstrukts durch Mia40. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass in Volldngen-
Mia40 die Disulfidbriicken ebenfalls von Mia40 eingebaut werden.

Der Import der 16slichen kurzen Mia40-Proteine erfordert priexistierendes Mia40. Da bislang
keine prokaryotischen Homologe von Mia40 gefunden wurden, ist anzunehmen, dass nach der
Endosymbiose kein Mia40 im Mitochondrienvorldufer vorhanden war. Deshalb ist es
wahrscheinlich, dass Formen von Mia40 mit N-terminalem Sortierungssignal schon frith in der
Evolution etabliert wurden, um den Import von Mia40 iiber den existierenden TIM23-Komplex
zu ermoglichen. Nach der Etablierung des Mia40/Erv1-Systems konnte Mia40 dann iiber diesen
Weg importiert werden, so dass die Notwendigkeit des N-terminalen Sortierungssignals nicht

mehr gegeben war.
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4.5 Einfluss von Metallionen auf das Mia40/Erv1-System

Bei Vergleich des Substratproteins Cox17 mit Mia40 fillt neben den beiden stabilisierenden
Disulfidbriicken im twin CXoC-Motiv eine weitere Gemeinsamkeit auf. Cox17 enthilt zwei
weitere Cysteinreste in einem KXCC-Motiv, die unter oxidierenden Bedingungen eine ebenfalls
instabile Disulfidbriicke ausbilden konnen (Arnesano et al., 2005; Voronova et al., 2007).
Allerdings ist im Gegensatz zu Mia40 nicht geklért, ob diese Konformation von Cox17 eine
physiologische Funktion besitzt. Die partiell reduzierte Form von Cox17 kann nach einer
intramolekularen Isomerisierungsreaktion ein Kupfer (I)-Ion iiber die reduzierten Cysteinreste im
KXCC-Motiv komplexieren (Arnesano et al., 2005). Wurde rekombinantes Mia40 in Gegenwart
von Kupfer- und Zinkionen unter reduzierenden Bedingungen gereinigt, konnte ebenso eine
Bindung von Metallionen nachgewiesen werden (Terziyska et al., 2005). In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass die Reoxidation der partiell reduzierten Form von Miad40) durch Ervl fast
vollstindig inhibiert wurde, wenn Mia40 vorher mit Zinkacetat inkubiert worden war. Die
Bindung von Metallionen durch die Thiolgruppen der ersten beiden Cysteinreste konnte die
partiell reduzierte Form von Mia40 stabilisieren, dhnlich wie es fiir die reduzierte Form der
kleinen Tim-Proteine beobachtet wurde (Lu et al., 2004b; Lutz et al., 2003; Sirrenberg et al.,
1998).

Welche Rolle konnte die Bindung von Metallionen durch Mia40 im Importprozess von Mia40-
Substratproteinen spielen? Die Relevanz von Metallionen in der Biogenese einiger
Substratproteine, vor allem die der kleinen Tim-Proteine, wird bis heute diskutiert. Auf der einen
Seite konnte gezeigt werden, dass kleine Tim-Proteine in ihren Komplexen Disulfidbriicken
enthalten und die Oxidation der Monomere Voraussetzung fiir die Assemblierung der Komplexe
ist (Curran et al., 2002a; Lu et al., 2004a; Muller et al., 2008; Webb et al., 2006). Auf der anderen
Seite werden die kleinen Tim-Proteine nur in reduzierter Form importiert (Lu und Woodburn,
2005; Lutz et al., 2003). Auch wenn die postulierte Faltung durch Zinkionen die
Nettotranslokation in den IMR nicht zu treiben scheint, konnten Zinkionen eine Rolle fiir den
Import spielen. Es wurde gezeigt, dass neusynthetisierte Tim-Proteine Zinkionen binden kénnen
(Lu und Woodburn, 2005; Morgan et al., 2009). Da kleine Tim-Proteine ein negativeres
Redoxpotential als GSH besitzen, oxidieren sie moglicherweise in der reduzierenden Umgebung
des Zytosols. Es wurde vorgeschlagen, dass durch Zinkbindung im Zytosol eine reduzierte
importkompetente Konformation der Tim-Proteine stabilisiert wird (Morgan et al., 2009). Der

Porendurchmesser von Tom40 wiirde den Import von zinkgebundenen Tim-Proteinen erlauben.
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Fiir Cox17 konnte gezeigt werden, dass der Import durch die Gegenwart von Zinkionen stimuliert
wird (Mesecke et al., 2008). Moglicherweise gelangen Proteine mit konservierten Cysteinresten
in Assoziation mit Metallionen in den IMR, wo sie mit Mia40 interagieren. Dort konnten die
Metallionen auf Mia40 iibertragen werden, wodurch die Oxidation der importierten Proteine
moglich wire. Was passiert allerdings mit den auf Mia40 iibertragenen Metallionen? Um eine
effiziente Regeneration der aktiven oxidierten Form von Mia40 zu ermdoglichen, miissten sie

entfernt werden.

4.6 Hotl3 erleichtert die Reoxidation von Mia40

Einen moglichen Kandidaten fiir die Ubernahme der Zinkionen von Mia40 stellte das IMR-
Protein Hot13 dar. Hot 13 enthélt eine konservierte cysteinreiche CHY-Zinkfingerdoméne und
tatsdchlich konnte fiir gereinigtes Hotl3 eine Bindung von Zinkionen nachgewiesen werden
(Mesecke et al., 2008). Weiterhin wurde beobachtet, dass in Abwesenheit von Hotl3 Mia40
schon bei geringen Konzentrationen von GSH vollstindig in die reduzierte Form iiberfiihrt wird.
Ein idhnlicher Phédnotyp, wenn auch deutlich stirker ausgeprigt, tritt in Ervl-depletierten
Mitochondrien auf (Mesecke et al., 2005). Daher lag die Vermutung nahe, dass Hotl3 den
Redoxzustand von Mia40 beeinflufit, moglicherweise indem es auf die Zinkbindung von Mia40
wirkt.

In dieser Arbeit konnte in vitro gezeigt werden, dass die Reoxidation von zinkgebundenem
Mia40 durch Ervl in Gegenwart von Hotl3 erleichtert wurde. Sowohl in vitro als auch in
Mitochondrien konnte Hotl3 funktionell durch zinkbindende Chelatoren, wie EDTA ersetzt
werden. Da der Reaktionsansatz keine weiteren Komponenten enthielt, ist anzunehmen, dass
Hot13 direkt mit Mia40 interagiert und es in eine zinkfreie Form konvertiert, die durch Ervl
oxidiert werden kann. Gegen eine Oxidaseaktivitit von Hotl3 spricht, dass Mia40 in vitro nicht
direkt von Hot13 oxidiert werden konnte. AuBBerdem wurde kein vermindertes Wachstum von
Hefezellen in Abwesenheit von Hotl3 nach Zugabe des Reduktionsmittels DTT beobachtet
(Mesecke et al., 2008).

Den Ergebnissen zufolge kann folgende Rolle von Hotl3 im Mia40-abhingigen Importprozess
postuliert werden. Nach dem Import von zinkionenbeladenen Proteinen in den IMR, werden
diese durch Interaktion mit Mia40 im IMR festgehalten. Dabei werden die Zinkionen auf Mia40

iibertragen, so dass die nun freien Thiolgruppen im Substratprotein oxidiert werden kdnnen. Die
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Zinkionen werden dann weiter auf Hotl3 transferiert, um so eine effiziente Reoxidation von
Mia40 zu ermoglichen. Demnach wiirde Hot13 als Metallchaperon fungieren, welches Zinkionen
von Mia4(0 auf einen bisher unbekannten Akzeptor iibertrigt. Es bleibt zu kldren, ob diese
Funktion auf Mia4( als Substrat beschrinkt ist, da Homologe von Hotl3 auch in Bakterien
vorkommen, die keine Mia40-Zhnlichen Proteine enthalten. Dies spricht fiir eine wichtige Rolle

von Hot13 auch in Mia40-unabhéngigen Prozessen.

4.7 Modell des Mia40/Erv1-Systems

Aus den in dieser Arbeit prisentierten und vorherigen Daten kann folgendes Modell des
Mia40/Erv1-Systems aufgestellt werden. Mia40 und Erv1 bilden ein Disulfidtransfersystem, das
die vektorielle Translokation von kleinen cysteinreichen Proteinen in den IMR vermittelt, indem
es Disulfidbriicken auf diese Proteine iibertrigt (Abbildung 4.3). Neusynthetisierte Proteine
tiberqueren die duBere Membran durch den TOM-Komplex in reduzierter und ungefalteter
Konformation. Diese importkompetente Konformation wird bei einigen der Substratproteine
vermutlich durch Zinkbindung stabilisiert. Im IMR interagieren sie mit aktivem Mia40 iiber
transiente Disulfidbriicken. Die aktive Form von Mia40 ist vollstindig oxidiert und enthilt somit
drei Disulfidbriicken. Die redoxsensitive Disulfidbriicke im CPC-Segment ist essentiell fiir die
Ausbildung der Disulfidintermediate mit Substratproteinen. Durch Isomerisierung der
intermolekularen Disulfidbriicke werden Disulfidbriicken auf Substratproteine {ibertragen.
Anschliefend werden Substratproteine in oxidierter und somit gefalteter Form freigesetzt,
withrend die katalytische Disulfidbriicke in Mia40 reduziert wird. Die gefalteten Substratproteine
konnen nicht mehr durch den TOM-Komplex zuriick ins Zytosol diffundieren und werden
dadurch im IMR zuriickgehalten.

Von Substratproteinen gebundene Zinkionen werden iiber Mia40 an Hotl3 weitergegeben. Die
aktive Form von Mia40 kann nun durch Ervl regeneriert werden. Ervl formt spezifisch mit dem
zweiten reduzierten Cysteinrest in Mia40 eine Disulfidbriicke, die durch Isomerisierung auf
Mia40 tibertragen wird, um die katalytische Disulfidbriicke zu bilden. Weitere Importzyklen
konnen nun stattfinden. Die Reoxidation von Erv1 erfolgt durch Ubertragung der Elektronen auf
Cytochrom ¢, welches diese liber die Cytochrom ¢ Oxidase in die Atmungskette einschleust.
Alternativ konnen Elektronen auch direkt auf Sauerstoff {iibertragen werden, wodurch

Wasserstoffperoxid entsteht, das durch die Cytochrom ¢ Peroxidase zu Wasser reduziert werden
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kann (Dabir et al., 2007). Hefe ist auch unter anaeroben Bedingungen bzw. in Abwesenheit einer
funktionellen Atmungskette liberlebenstihig, was auf einen weiteren bislang unbekannten finalen
Elektronenakzeptor schlie3en 146t.

Obwohl in der vergangenen Zeit und im Rahmen dieser Arbeit entscheidende Fortschritte in der
Erforschung des Miad40/Erv1-Systems erzielt wurden, bleiben verschiedene Fragen zum

molekularen Mechanismus des Systems zu kldren.

Wie werden Substratproteine oxidiert? Ubertriigt Mia40 beide oder nur eine der Disulfidbriicken
auf Substratproteine? Wirken dabei weitere Faktoren mit Mia40 zusammen? In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass Mia40 in vitro Substratproteine vollstindig oxidieren kann. Es kann fiir die
in vitro Ergebnisse allerdings bisher nicht ausgeschlossen werden, dass Sauerstoff bei der
Oxidation eine Rolle spielt. Dies zeigen auch die Experimente von Banci und Kollegen, in denen
dquimolare Mengen an Miad40 Cox17 vollstindig oxidieren konnen, obwohl nur eine
Disulfidbriicke in Mia40 reduziert wird (Banci et al., 2009). Ob in vivo Sauerstoff an der Bildung
der zweiten Disulfidbriicke beteiligt ist, bleibt zu iiberpriifen. Alternativ kénnen moglicherweise
zwel Molekiile Mia40 die Cysteinreste der Substratproteine oxidieren. Dagegen spricht allerdings
die Beobachtung, dass nur der erste Cysteinrest im Substratprotein essentiell fiir die Bildung des
Disulfidintermediats mit Mia40 ist. Dies ldsst vermuten, dass spezifisch eine Disulfidbriicke
zwischen dem ersten Cysteinrest und Mia4(0 gebildet wird, welche dann auf das Substratprotein
transferiert wird. Andererseits konnte es zu einer Isomerisierung der ersten Disulfidbriicke im
Substrat kommen, so dass ein zweites Molekiil Mia40 wiederum mit dem ersten Cysteinrest
interagieren kann.

Wurden in den Experimenten katalytische Mengen an Mia40 eingesetzt, war die Anwesenheit
von Ervl erforderlich, um Substratproteine zu oxidieren. Ervl konnte in vivo nicht nur Mia40
regenerieren, sondern auch zusammen mit Mia40 an der Oxidation der Substratproteine beteiligt
sein. Es wurde gezeigt, dass in Mitochondrien einer temperatursensitiven Ervl-Mutante die
Bindung der Substratproteine an Mia40 nicht beeintrichtigt war, wohingegen die nachfolgende
Freisetzung und Bildung oxidierter Monomere stark inhibiert wurde (Muller et al., 2008).
Stojanovski und Kollegen konnten zudem kiirzlich in Mitoplasten einen DTT-sensitiven
Komplex detektieren, der Mia40, Substratprotein und Ervl enthilt. Die Autoren schlagen vor,
dass Ervl in diesem Komplex Disulfidbriicken iiber Mia40 auf das Mia40-gebundene

Substratprotein {iibertrdgt, was die Voraussetzung fiir die Freisetzung des oxidierten
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Substratproteins ist. Inwieweit der Komplex tatséchlich eine physiologische Funktion hat, bleibt
zu klédren. Fiir die Freisetzung des Substratproteins scheint auch der C-terminale Cysteinrest im
Substrat eine wichtige Rolle zu spielen (Sideris und Tokatlidis, 2007). Fehlte dieser Cysteinrest
in importiertem Tim10 wurden erhohte Mengen an Disulfidintermediat mit Mia40 detektiert,
wihrend die Bildung des Monomers fast vollstindig inhibiert war. Vermutlich ist die Ausbildung
der Disulfidbriicke zwischen dem ersten und vierten Cysteinrest im twin CX3C-Motiv fiir die

Freisetzung des Substratproteins in oxidierter Form notwendig.

Eine weitere Frage betrifft die Spezifitdit von Mia40. Bindet Mia40 zufillig jede freie
Thiolgruppe der importierten Substratproteine? Wie bereits erwihnt, ist der erste N-terminale
Cysteinrest in Tim9 und Tim10 essentiell fiir die Interaktion mit Mia40, was auf eine spezifische
Erkennung der kleinen Tim-Proteine durch Mia40 schlieBen 1463t (Milenkovic et al., 2007; Sideris
und Tokatlidis, 2007). Allerdings scheint dieses Prinzip nicht auf alle Substratproteine
ibertragbar zu sein, wie am Beispiel von Ervl ersichtlich wird. Bislang wurde kein spezielles
Sequenz- oder Strukturmotiv als Erkennungssignal fiir Mia40 identifiziert. Es muss jedoch
weitere Signale im Kontext der Cysteinreste geben, die Mia40-Substratproteine von anderen
IMR-Proteinen unterscheiden, da es Proteine im IMR wie CCHL gibt, die Cysteinreste enthalten

und keine Substrate von Mia40 sind.

Nicht geklart ist ebenso die Frage, wie die unterschiedliche Anzahl an Elektronen im
Disulfidtransfersystem auf den finalen Elektronenakzeptor transferiert wird. Nach dem Modell
werden vier Elektronen von Substratproteinen mit twin CX3C- oder twin CXy9C-Motiven auf
Mia40 iibertragen, welches zwei Elektronen an Ervl weitergibt. Zwei Elektronen miissen von
Ervl iber den Flavin-Kofaktor auf Cytochrom c transferiert werden, welches aber nur ein
Elektron aufnehmen kann. Fiir ALR wurde vorgeschlagen, dass die Elektronen in zwei Schritten
unter Bildung eines Flavin-Semiquinons auf Cytochrom c¢ iibertragen werden (Farrell und
Thorpe, 2005). In Ervl wurde jedoch bislang keine Bildung eines Flavin-Semiquinons
beobachtet (Dabir et al., 2007).
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Abbildung 4.3 Modell des Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystems

Ungefaltete, reduzierte Substratproteine gelangen iiber den TOM-Komplex in den
Intermembranraum (IMR). In diesem Zustand konnen sie jedoch zuriick ins Zytosol diffundieren.
Im IMR interagieren die Substratproteine mit einem Cysteinrest der redoxsensitiven
Disulfidbriicke im CPC-Segment von Mia40 (Mia40,; Schritt 1). Durch Ubertragung dieser
Disulfidbriicke auf die Substratproteine werden sie in einen gefalteten Zustand iiberfiihrt, in dem
sie den TOM-Komplex nicht mehr passieren konnen (Schritt 2). Die redoxsensitive
Disulfidbriicke wird in dieser Reaktion reduziert und Mia40 dadurch in die partiell reduzierte,
inaktive Form iberfithrt (Mia40,..q4). Moglicherweise bindet diese Form Metallionen der
Substratproteine, die anschlieBend von Hotl3 iibernommen werden. Erv1l interagiert mit dem
zweiten Cysteinrest in Mia40 (Schritt 3) und tbertrdigt eine Disulfidbriicke, wodurch die
oxidierte, aktive Form von Mia40 regeneriert wird (Schritt 4). Der oxidierte Zustand von Ervl
wird durch Ubertragung der Elektronen auf Cytochrom ¢ (Cyt ¢) wieder hergestellt. Die
iibertragene Disulfidbriicke ist rot markiert. AM, AuBenmembran; IM, Innenmembran; IMR,

Intermembranraum
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4.8 Vergleich zu anderen Systemen der oxidativen Proteinfaltung

Das Mia40-Ervl-Disulfidtransfersystem im IMR von Mitochondrien &hnelt in seiner
Funktionsweise den Systemen zur Proteinoxidation im ER eukaryotischer Zellen und im
Periplasma von Bakterien, weist aber auch Unterschiede auf (Kadokura et al., 2003; Sevier und
Kaiser, 2006a). Das Grundprinzip einer Kaskade von Oxidoreduktasen zur Ubertragung von
Disulfidbriicken ist in jedem dieser Systeme wiederzufinden. Der erste Schritt umfasst die
Ubertragung von Disulfidbriicken auf reduzierte Substratproteine durch PDI im ER, DsbA im
Periplasma oder Mia40 im IMR. Dadurch wird die oxidative Faltung der Substratproteine
ermoglicht. Im Anschluss werden Elektronen iiber Flavoproteine oder Quinone auf Nicht-Thiol-
Verbindungen weitergeleitet. Im ER werden Elektronen von Erol oder Erv2 aufgenommen und
auf Sauerstoff {ibertragen. Im Periplasma reduziert DsbA das Membranprotein DsbB, welches
Elektronen iiber Quinone an die Atmungskette weitergibt. Im IMR werden Elektronen durch
Erv1 tiber Cytochrom ¢ ebenfalls auf die Atmungskette iibertragen.

Mitochondriales Ervl ist homolog zu Erv2 im ER und funktionell mit Erol und DsbB
vergleichbar, auch wenn diese Proteine nicht zur Familie der Erv/ALR-Sulthydryloxidasen
gehoren. Allen gemeinsam ist die Sekundérstruktur der katalytischen Doméne, welche ein Biindel
aus vier Helices bildet. Die Funktion von Mia40 entspricht der von PDI und DsbA, obwohl
Mia40 keine offensichtliche Homologie zu diesen Proteinen aufweist. Im Gegensatz zu vielen
Oxidoreduktasen enthilt Mia40 keine Thioredoxindoméne und die Struktur des humanen Mia40
zeigt keine Ahnlichkeit zu bisher bekannten Oxidoreduktasen (Banci et al., 2009). Auch die
zusitzliche Funktion als Rezeptor im Importprozess von Proteinen aus dem Zytosol in den IMR
von Mitochondrien unterscheidet Mia40 von PDI und DsbA.

Sowohl im ER als auch im Periplasma konnen falsche Disulfidbriicken in Proteine eingebaut
werden, was die Funktion von Disulfidisomerasen wie PDI oder DsbC erforderlich macht. Im
IMR gibt es dagegen bisher keine Beweise fiir eine solche Disulfidisomeraseaktivitit. Da Mia40
im Gegensatz zu PDI und DsbA sehr viel spezifischer mit Substratproteinen interagiert und
Disulfidbriicken einbaut, ist moglicherweise eine Korrektur falscher Disulfidbriicken in diesem
System nicht notig. Denkbar ist auch, dass durch die reduzierenden Bedingungen des IMR der

Einbau falscher, weniger stabiler Disulfidbriicken verhindert wird.
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5 Zusammenfassung

Alle Proteine des Intermembranraums (IMR) werden im Zytosol synthetisiert und miissen in
Mitochondrien importiert werden. Einige 16sliche IMR-Proteine enthalten kein N-terminales
Sortierungssignal und zeichnen sich durch die Pridsenz konservierter Cysteinreste aus. Vor
einigen Jahren wurde Miad40 identifiziert, das zusammen mit der Sulfhydryloxidase Ervl
essentiell fiir den Import dieser IMR-Proteine ist.

Zu Beginn der Arbeit bekannte Substratproteine dieses Importweges waren gekennzeichnet durch
die Anordnung der Cysteinreste in twin CX3C- oder twin CXoC-Motiven. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass das Mia40/Erv1-System nicht auf diese Substrattypen beschrinkt ist. Erv1 ist nicht
nur eine Komponente dieses Importweges, sondern wird auch abhéngig von Mia40 in den IMR
von Mitochondrien importiert. Ervl unterscheidet sich in Grofe, Struktur und Anordnung der
Cysteinreste erheblich von bisher identifizierten Substratproteinen und représentiert somit einen
neuen Substrattyp des Mia40/Erv1-Systems.

Mia40 enthilt sechs in einem CPC-CXoC-CXoC-Motiv angeordnete Cysteinreste, die wichtig fiir
die Funktion von Mia40 sind. In Mitochondrien liegt Mia40 zum gréBten Teil in einer oxidierten
Form vor, welche durch den Import von Substratproteinen in eine reduzierte Fom iiberfiihrt wird.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand der gereinigten C-terminalen Domine das
Redoxverhalten von Mia40 und die Funktion einzelner Disulfidbriicken auf molekularer Ebene
charakterisiert. In der oxidierten Form von Mia40 liegen die sechs Cysteinreste in drei
intramolekularen Disulfidbriicken vor. Die ersten beiden Cysteinreste im CPC-Segment bilden
eine redoxsensitive Disulfidbriicke. Die Reduktion dieser Disulfidbriicke unter nativen
Bedingungen fiihrt zu partiell reduziertem Mia40, welches der reduzierten Form in
Mitochondrien entspricht. Die beiden anderen Disulfidbriicken verbinden die CXoC-Segmente
des twin CXoC-Motivs. Diese Disulfidbriicken werden nur unter denaturierenden Bedingungen
reduziert und dienen der strukturellen Integritit des Proteins.

Die redoxsensitive Disulfidbriicke kann in vitro von Ervl reoxidiert werden, so dass die aktive
oxidierte Form von Mia40 regeneriert wird. Dabei bildet Ervl eine intermolekulare
Disulfidbriicke mit dem zweiten Cysteinrest in Mia40 aus, die dann durch eine

Isomerisierungsreaktion auf Mia40 iibertragen wird. Hatte Mia40 Zinkionen gebunden, war die
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Oxidation inhibiert und erforderte die Anwesenheit von Hotl3 fiir eine effiziente Regeneration
von Mia40 durch Ervl.

Mit der oxidierten Form von Mia40 war es moglich die reduzierte Cysteinvariante Mia40C-
C1,2S zu reoxidieren. Somit konnte zum erstenmal die direkte Ubertragung von Disulfidbriicken
von Mia40 auf ein Substratprotein mit twin CXyC-Motiv demonstriert werden. Auch Tim10, ein
Substratprotein mit twin CX3C-Motiv, wurde durch katalytische Mengen an Mia40 und Ervl
oxidiert. Fiir die Ubertragung von Disulfidbriicken auf Substratproteine ist die redoxsensitive
Disulfidbriicke in oxidierter Form erforderlich, was fiir die katalytische Funktion dieser
Disulfidbriicke spricht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit erstmals das Mia40-Erv1-Disulfidtransfersystem des IMR
von Mitochondrien rekonstituiert werden. Es war moglich den Transfer von Disulfidbriicken von
Ervl iiber Miad40 auf Substratproteine mit twin CXoC- und twin CX3C-Motiven zu

demonstrieren.
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7  Abkiirzungsverzeichnis

AAC ADP/ATP-carrier

ALR augmenter of liver regeneration

Amp Ampicillin

AMS 4-Acetamido-4’-Maleimidylstilbene-2,2’-disulfonsdure
APS Ammoniumperoxidsulfat

ATP Adenosintriphosphat

B-ME B-Mercaptoethanol

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
CD Circulardichroismus

CHCH coiled-coil-helix-coiled-coil-helix

Cox cytochrome c oxidase

C-Terminus Carboxyterminus

DNS Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleosid-Triphosphate

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

Erol ER oxidoreductin

FAD Flavinadenindinukleotid

G Erdbeschleunigung

GSH reduziertes Glutathion

GSSG oxidiertes Glutathion

GST Glutathion-S-Transferase

HEPES N-(2-Hydroxymethyl)-piperazin-N’-2-Ethan-Sulfonsdure
IgG Immunglobulin G

IMR Intermembranraum

IPTG Isopropyl-3,D-thiogalactopyranosid

Kan Kanamycin
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kDa
LB

m7G (5)ppp(5)G

MBP

ug

ul

MPP
NADH
NADPH
N-Terminus
NEM
Ni-NTA
NMR

OD

PAGE

PCR

PEG

PI

PK

PMSF

RNS

RT

S. cerevisiae

SDS

Smac/DIABLO

TBS
TCA
TEMED
TIM
TOM

Tris

kilo Dalton

Luria Bertani

7-methylguanosid-triphosphat
Maltosebindeprotein

Mikrogramm

Mikroliter

mitochondrial processing peptidase
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Aminoterminus

N-ethylmaleimid

Nickel-Nitrilotriacetat

nuclear magnetic resonance

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

polymerase chain reaction

Polyethylenglykol

Praimmun

Proteinase K

Phenylmethylsulfonylfluorid
Ribonukleinsidure

Raumtemperatur

Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
second mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP
protein with low isoelectric point

tris-buffered saline

Trichloressigsidure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamid
Translokase der inneren Mitochondrienmembran
Translokase der dufleren Mitochondrienmembran

2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol

binding
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viv
w/v
WT
YP

unit

Volumen pro Volumen

Masse pro Volumen (weight per volume)
Wildtyp

Hefeextrakt, Pepton (yeast extract, peptone)
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