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Finleitung

1 Einleitung

1.1 Proteinimport in Mitochondrien

Mitochondrien sind Zellorganellen eukaryotischer Organismen, die unter anderem
durch zwei Membranen charakterisiert sind. Die dullere Membran grenzt das Organell
vom Zytosol ab, und die innere Membran fiihrt zu einer Subkompartimentierung
innerhalb der Mitochondrien. Zwischen innerer und &duBlerer Membran liegt der
Intermembranraum, der nur ein geringes Volumen des Organells beansprucht. Von der
Innenmembran wird die mitochondriale Matrix umschlossen. Die Innenmembran bildet
Invaginationen in die Matrix aus, sogenannte Cristae, die zur Oberflichenvergro3erung
fiihren (Mannella et al., 2001; Gilkerson et al., 2003). Evolutionir gehen Mitochondrien
auf die Endosymbiose aerober a-Proteobakterien mit anaeroben Vorlduferzellen zuriick
(Margulis, 1971). So stellen sie durch Atmung und damit verbundene oxidative
Phosphorylierung der Zelle Energie in Form von ATP zur Verfiigung. AuBBerdem ist in
Mitochondrien die fiir den Zellmetabolismus essentielle Biosynthese von Eisen-
Schwefel-Clustern lokalisiert (Miihlenhoff et al., 2000). Sie besitzen aufgrund ihres
evolutiondren Ursprungs ein eigenes Genom, auf dem jedoch nur wenige
mitochondriale Proteine kodiert sind (Borst et al., 1978). Der GroBteil ist in der
nukledren DNS verschliisselt und wird im Zytosol synthetisiert. Diese Proteine miissen
anschlieBend in die Mitochondrien und dort in die verschiedenen Subkompartimente
importiert werden. Dieser Prozess wurde in den letzten Jahrzehnten vor allem in der
Béckerhefe S. cerevisiae studiert (Herrmann und Neupert, 2000; Neupert, 1997; Pfanner
etal., 1997).

Aufgrund der mitochondrialen Subkompartimentierung wird fiir die kernkodierten
Proteine ein komplexes Importsystem benétigt. Die Sortierung von Proteinen erfolgt in
der Zelle unter anderem mit Hilfe von Sortierungssignalen. Dabei unterscheidet man
zwischen N-terminalen und internen Sortierungssignalen. Mitochondriale N-terminale
Sortierungssignale tragen viele positiv geladene Aminosdurereste und bilden eine
amphipathische Helix aus, die nach Erreichen der Matrix abgespalten wird (Hurt et al.,
1984; von Heijne, 1986; Roise et al., 1988). Interne Sortierungssignale sind innerhalb
eines Proteins lokalisiert und werden in der Regel nicht prozessiert. Die duflere

Membran der Mitochondrien ist zwar fir niedermolekulare Substanzen durch
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sogenannte Porine permeabel, Proteine konnen die Porine aber nicht passieren und sind
auf eigene Translokasen angewiesen. Mittlerweile sind in Mitochondrien vier
Komplexe bekannt, die fiir den Proteinimport verantwortlich sind: der TOM-, der
TOB-, der TIM23- und der TIM22-Komplex.

Der TOM-Komplex (translocase of the outer membrane of mitochondria) ist in
der mitochondrialen AuBenmembran lokalisiert und erméglicht den Transport von
Proteinen iiber und in diese Membran. Er besteht aus verschiedenen Untereinheiten.
Tom20 und Tom70 bilden die primidren Rezeptoren, die jeweils N-terminale bzw.
interne Sortierungssignale mitochondrialer Proteine erkennen. Von Tom20 und Tom70
werden erkannte Proteine durch sequentielle Interaktion {iber das Rezeptorprotein
Tom22 mit Hilfe der kleinen Tom-Proteine an Tom40 iibergeben, das die zentrale
Importpore bildet (Herrmann et al., 2000; Endo et al., 2003; Pfanner et al., 2004;
Wiedemann et al., 2004; van der Laan et al., 2006; Rehling et al., 2004; Hoogenraad et
al., 2002). Der TOB-Komplex (topogenesis of mitochondrial outer-membrane f-barrel
proteins) befindet sich ebenfalls in der AuBenmembran und ist dort zusammen mit dem
TOM-Komplex fiir die Insertion von fS-barrel-Proteinen verantwortlich (Pfanner, 2004
et al.; Paschen et al., 2005; Waizenegger et al., 2004).

In der Innenmembran befinden sich zwei weitere auf Proteintranslokation und
Proteininsertion spezialisierte Komplexe. Der TIM23-Komplex (translocase of the
inner membrane of mitochondria) ermoglicht den Transport von Proteinen mit N-
terminalen Sortierungssignalen vom Intermembranraum entweder in die Matrix oder
direkt in die Innenmembran, wenn dem Sortierungssignal eine hydrophobe Doméne
folgt (Glick et al., 1992). Dieser Importweg ist abhingig vom Membranpotential und
der Hydrolyse von ATP. Das Membranpotential wird fiir die Translokation des positiv
geladenen Sortierungssignals auf die negativ geladene trans-Seite der Innenmembran
benodtigt (Martin et al., 1991). AnschlieBend kommt es zur ATP-abhéngigen Bindung
von Chaperonen der Hsp70-Familie an das Polypeptid in der Matrix, die eine
Riickdiffusion verhindern (Manning-Krieg et al., 1991; Bauer et al., 2000).

Der TIM22-Komplex katalysiert die Insertion polytoper Innenmembranproteine
Membranpotential-abhingig (Jensen et al., 2002; Koehler, 2004; Rehling et al., 2004).
Typischerweise verfligen seine Substrate {iber interne Sortierungssignale (Pfanner et al.,
1987; Smagula et al., 1988; Palmisano et al.,, 1998). Aufgrund ihrer starken
Hydrophobizitit werden TIM22-Substrate von bestimmten Chaperonen durch das

wissrige Milieu des Intermembranraums zu ihrem Insertionsort, dem TIM22-Komplex,
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geleitet. Diese Intermembranraumchaperone werden als TIM9-TIM10- und TIMS8-
TIM13-Komplex bezeichnet (Webb et al., 2006; Wiedemann et al., 2006; van der Laan
et al., 2006; Adam et al., 1999; Paschen et al., 2000; Bauer et al., 2000; Koehler et al.,
1998).

Mono- oder polytope Innenmembranproteine  mit  mitochondrialen
Sortierungssignalen konnen auch mit Hilfe von TIM23 und Oxal, einer weiteren
Komponente der Innenmembran, iiber den sogenannten ,konservativen
Sortierungsweg* inseriert werden. Oxal ist allerdings spezifisch fiir die Proteininsertion
von der Matrixseite aus. Zu seinen Substraten zdhlen neben kernkodierten Proteinen
auch mitochondrial kodierte Proteine wie z.B. einige Untereinheiten der
Atmungskettenkomplexe (Herrmann et al., 2000; Endo et al., 2003; Rehling et al.,
2004).

Uber den Import in den Intermembranraum ist nur wenig bekannt. Im folgenden

Kapitel wird auf den Proteinimport in dieses Kompartiment gesondert eingegangen.

1.1.1 TImport von Proteinen in den mitochondrialen Intermembranraum

Obwohl der Intermembranraum nur einen sehr geringen Teil des mitochondrialen
Volumens ausmacht, laufen hier grundlegende zellulire Prozesse ab. Teile der
Zellatmung, wie z.B. der Transfer von Elektronen durch das 16sliche Cytochrom ¢ von
der Cytochrom c-Reduktase auf die Cytochrom c-Oxidase, sind hier lokalisiert.
Hydrophobe Proteine der Innenmembran, die iiber die TIM22-Translokase inseriert
werden, gelangen mit Hilfe der kleinen TIM-Komplexe trotz des wéssrigen Milieus an
thren Bestimmungsort. Cox17 transportiert Metallionen zur Cytochrom c-Oxidase, wo
sie fiir die Assemblierung des Atmungskettenkomplexes benotigt werden. Aullerdem
sind einige Apoptosefaktoren im Intermembranraum lokalisiert, bevor sie nach
Induktion der Apoptose freigesetzt werden. Wahrend viele dieser Komponenten
beziiglich ihrer Funktion weitreichend charakterisiert worden sind, ist iiber den Import
insbesondere der 16slichen Proteine nur sehr wenig bekannt.

Alle mitochondrialen Intermembranraumproteine sind im Nukleus kodiert und
gelangen tiber einen spezifischen Importmechanismus an ihr Ziel in den Mitochondrien.
Viele von ihnen weisen jedoch keine typischen N-terminalen Sortierungssignale auf und
miissen anderweitig als Intermembranraumproteine gekennzeichnet werden. Auf
Grundlage ihrer Sortierungssignale, strukturellen Merkmale und Energieanforderungen

wihrend des Imports wurden sie bisher in drei Klassen unterteilt (Herrmann und Hell,
3
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2005; Koehler, 2004; Stuart et al., 1996).

Proteine der Klasse I tragen sogenannte zweiteilige N-terminale Pridsequenzen.
Sie bestehen aus einigen positiv geladenen Aminosdureresten gefolgt von einer
hydrophoben Doméne. Wie bereits erwdhnt, werden diese Proteine membranpotential-
und ATP-abhingig durch die TIM23-Translokase lateral in die Innenmembran inseriert.
Mit der Insertion geht =zundchst die Prozessierung des positiv geladenen
Matrixsortierungssignals durch MPP (mitochondrial processing peptidase) auf der
Matrixseite einher. AnschlieBend findet die proteolytische Spaltung durch IMP (inner
membrane peptidase) auf der Intermembranraumseite statt. So wird das maturierte
Protein in den Intermembranraum freigesetzt. Beispiele fiir solche Proteine sind
Cytochrom b, (Glick et al., 1992), Cytochrom c-Peroxidase (Michaelis ef al., 2005) und
NADH-Cytochrom bs-Reduktase (Haucke et al., 1997).

Die Klasse II umfasst Proteine von relativ geringem Molekulargewicht, die
normalerweise nur eine Faltungsdomine aufweisen. Thr Import ist unabhingig von den
Rezeptorproteinen des TOM-Komplexes und sie konnen die Aulenmembran in beide
Richtungen durch die zentrale Importpore passieren (Kurz et al., 1999; Lutz et al.,
2003). Da diese Proteine keine klassischen Sortierungssignale tragen und
membranpotential- und ATP-unabhéngig importiert werden, muss die Energie die
benotigt wird, um sie gegen das Konzentrationsgefille im Intermembranraum zu halten,
in anderer Form zur Verfiigung gestellt werden. Diese Proteine zeichnen sich durch ihre
Féhigkeit aus, Kofaktoren zu komplexieren oder Disulfidbriicken zu bilden. Die Faltung
setzt das Energieniveau der Proteine herab und stabilisiert so ihr Verbleiben im
Intermembranraum (,.,folding trap-Mechanismus®, Lutz et al., 2003). Ein gut studiertes
Beispiel dieser Gruppe ist Cytochrom c. Das Apoprotein iiberquert die Aulenmembran
tiber den TOM-Komplex und interagiert dann auf der trans-Seite mit der Cytochrom c-
Héamlyase. Dieses Enzym transferiert eine Himgruppe auf Cytochrom ¢ und setzt es als
Holoprotein frei. Das stabil gefaltete Protein kann die TOM-Pore nicht mehr passieren
und bleibt im Intermembranraum zuriick (Nicholson et al., 1989; Mayer et al., 1995;
Dumont et al., 1988; Nargang et al., 1988; Dumont et al., 1991; Diekert et al., 2001).
Ein dhnliches Beispiel ist Sod1, die Cu/Zn-Superoxiddismutase des Intemembranraums.
Sie gelangt ungefaltet in den Intermembranraum, wo sie mit ihrem Kupferchaperon
Cecsl interagiert, das ein Kupferion und gleichzeitig eine Disulfidbriicke iibertrigt (Field
et al., 2003). Weitere Mitglieder dieser Gruppe sind relativ kleine Proteine, deren

Aminosduresequenz konservierte Cysteinmotive aufweist. Es wird diskutiert, ob die
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Bindung von Zinkionen oder die Ausbildung von Disulfidbriicken bei ihrem Import eine
Rolle spielen (Lutz et al., 2003, Lu et al., 2005; Allen et al., 2003).

Proteine der Klasse III bilden eine recht heterogene Gruppe, die sich durch ihre
eingeschriankte Loslichkeit im wissrigen Intermembranraum auszeichnet. Sie tragen
keine Sortierungssignale oder Motive zur Komplexierung von Kofaktoren. Vermutlich
stellt die Bindung dieser Proteine an bestimmte Stellen der Au3en- und Innenmembran
die notwendige Energie fiir den Import zur Verfiigung. Dieser Klasse werden unter
anderem die Cytochrom c-Hamlyase oder die Kreatinkinase zugeordnet (Steiner ef al.,

1995; Rojo et al., 1991).

Klasse | Klasse Il Klasse lll

W

Co = Kofactor

Abbildung 1.1 Unterteilung der Intermembranraumproteine
Intermembranraumproteine konnen auf ihrem Importmechanismus basierend in
drei Klassen unterteilt werden. Proteine der Klasse I tragen zweiteilige
Prisequenzen, die aus einem Matrixsortierungssignal und einer darauf
folgenden hydrophoben Doméne bestehen (als weiler Kasten dargestellt). Nach
dem Import wird dieses Domine in die Membran integriert und durch
proteolytische Spaltung wird der 16sliche Teil in den Intermembranraum
freigesetzt. Proteine der Klasse II interagieren nach Erreichen des
Intermembranraums  mdglicherweise mit  Rezeptoren, die entweder
Disulfidbriicken oder Kofaktoren in die Substrate einfithren und so ihre stabile
Faltung gewéhrleisten. Proteine der Klasse III assoziieren, nachdem sie iiber
den TOM-Komplex den Intermembranraum erreicht haben, mit Bindestellen an
der AuBBen- oder Innenmembran.

1.1.2 Mia40, ein Intermembranraumrezeptor

Vor einiger Zeit wurde ein essentielles Protein des Intermembranraums in S.

cerevisiae identifiziert, das im Zusammenhang mit dem Import einiger Proteine der
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Klasse II steht (Naoé¢ et al., 2004, Terziyska et al., 2005, Chacinska et al., 2004). Dieses
Protein wurde Mia40 fiir mitochondrial intermembrane space import and assembly
genannt. Die  Depletion von Mia40 hemmt die Biogenese einiger
Intermembranraumproteine wie die der kleinen Tim-Proteine, Cox17 und Cox19 hemmt
(Chacinska et al., 2004, Nao¢ et al., 2004, Terziyska et al., 2005). Mia40 interagiert
direkt mit einigen Substratproteinen wihrend deren Import in den Intermembranraum
(Naoé et al., 2004, Terziyska et al., 2005, Chacinska et al., 2004).

Homologe von Mia40 findet man in allen Eukaryoten von Pilzen iiber Pflanzen
bis zu Sdugern einschlieBlich des Menschen. Sie sind vor allem in ihrer C-terminalen
Domaéne hoch konserviert und weisen dort sechs Cysteinreste auf, die in allen Spezies in
identischen Mustern angeordnet sind (Herrmann et al., 2007). Proteine aus Pilzen mit
Homologie zu Mia40 werden mit einem mitochondrialen Sortierungssignal, gefolgt von
einer Transmembrandoméne synthetisiert. Wiahrend zundchst vermutet wurde, dass es
sich dabei um eine zweiteilige Prisequenz handelt (Chacinska et al., 2004) konnte
spéter gezeigt werden, dass keine proteolytische Spaltung des Transmembransegments
stattfindet und Mia40 permanent in der Innenmembran verankert wird (Terziyska et al.,
2005). Die Membranbindung ist allerdings nicht essentiell fiir die Funktion von Mia40,
wie durch die Fusion der konservierten C-terminalen Domidne mit der zweiteiligen
Prisequenz von Cytochrom b, gezeigt werden konnte. Dieses Konstrukt konnte die
Deletion von Mia40 komplementieren (Naoé et al., 2004). Fiir Backerhefe spezifisch ist
eine weitere Domiéne, die zwischen dem Membrananker und dem konservierten C-
Terminus liegt. Sie enthilt viele saure Aminosdurereste und ihre Funktion ist ungeklért.
Interessanterweise findet man im Genom von S. cerevisiae selbst einen homologen
Bereich, der auf Chromosom XII (Nukleotide 351207- 351591) liegt. Moglicherweise
kam es wihrend der Evolution zur Duplikation dieses DNS-Bereiches und zu seiner
Insertion in den offenen Leserahmen von MI440 (Herrmann et al., 2007).

Der konservierte C-Terminus umfasst ungefdhr 60 Aminosédurereste. Die sechs
hochkonservierten Cysteinreste sind in folgendem Muster angeordnet: CPC-X3-CXoC-
X12-CXoC. Die Funktion der einzelnen Cysteinreste ist zwar bisher noch nicht bekannt,
aber der Austausch des ersten, zweiten oder dritten Paares gegen Serinreste ist letal fiir
die Zelle (Terziyska et al., 2005; Nao¢ et al., 2004). Bemerkenswerterweise gleicht das
Muster der letzten beiden Cysteinpaare dem einiger Substratproteine. Der Grund fiir
diese Ubereinstimmung ist allerdings unbekannt.

Rekombinant exprimiertes Mia40 kann Zink- und Kupferionen komplexieren
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(Terziyska et al., 2005). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass das Entfernen von
Metallionen durch Chelatoren zur proteolytischen Instabilitit von Mia40 fiihrt. Dabei
waren die Cysteinreste mafgeblich fiir die Komplexierung der Ionen verantwortlich
(Kai Hell, personliche Mitteilung). Ob Mia40 dennoch in vivo Metallionen komplexiert
oder ausschlieBlich in oxidierter Konformation vorliegt, bleibt zu untersuchen.

Da Hefen, in denen MIA40 deletiert wurde, nicht mehr lebensféhig sind, wurden
fiir alle bisher zur Funktion von Mia40 durchgefiihrten Experimente Temperatur-
sensitive (zs) Mutanten oder Mia40-depletierbare Stimme verwendet. Die Depletion
von Mia40 flihrte in beiden Fillen zum Verlust bestimmter Intermembranraumproteine.
AulBerdem zeigten Importexperimente in isolierte Mitochondrien, dass Mia40 direkt mit
neu importierten Proteinen interagiert, bevor sie in ihre Komplexe assemblieren. Diese
Beobachtungen sind spezifisch fiir Proteine mit konservierten CX3;C- oder CXoC-
Motiven, denn andere Proteine der Klasse II wie Cytochrom c¢ sind nicht von der
Mia40-Depletion betroffen. Fiir seine Substrate aber scheint Mia40 eine
Rezeptorfunktion zu libernehmen, die essentiell fiir ihre Biogenese ist (Chacinska et al.,
2004; Nao¢ et al., 2004; Terziyska et al., 2005).

Das menschliche Homolog von Mia40 besteht nur aus einer 16slichen Domine,
die 75% Sequenzdhnlichkeit zum hochkonservierten C-terminalen Bereich des
Hefeproteins aufweist. Die Depletion des menschlichen MIA40 hatte ebenfalls den
Verlust von Intermembranraumproteinen mit konservierten Cysteinmotiven zur Folge.
AuBerdem konnte sowohl fiir Mia40 aus Hefe als auch fiir das menschliche Homolog
oxidierte und reduzierte Konformere nachgewiesen werden (Hofmann et al., 2005;
Mesecke et al., 2005). Somit scheinen beide Proteine aus Mensch und Hefe trotz der

strukturellen Unterschiede vergleichbare Funktionen zu iibernehmen.
p
N
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Abbildung 1.2 Struktureller Aufbau von Mia40

Die schematische Darstellung von Mia40 zeigt die C-terminale Doméine mit den
konservierten Cysteinresten als schwarzen Kasten. In Pilzen ist das Protein N-terminal
verlangert und trigt eine spaltbare Prisequenz, gefolgt von einer Transmembrandomaéne,
die das Protein in der Innenmembran verankert. Zwischen der Transmembrandoméne und
dem konservierten C-Terminus befindet sich ein fiir S. cerevisiae spezifischer, stark negativ
geladener Bereich.
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1.2 Ervl, die Sulfhydryloxidase des Intermembranraums

In der Béckerhefe S. cerevisiae wurde Ervl urspriinglich identifiziert als ein
Protein essential for respiration and vegetative growth (Lisowsky, 1992). Das
mitochondriale Hefeprotein reprisentierte als erstes Mitglied eine in allen Eukaryoten
verbreitete Proteinfamilie (Hagiya et al., 1994; Coppock et al., 2006; Polimeno et al.,
1999). Alle Proteine dieser Familie weisen eine konservierte FAD-Bindedoméne auf,
die ein ebenfalls konserviertes Cysteinmotiv (CXXC) enthélt. Dieses Motiv ist
charakteristisch fiir redoxaktive Proteine und normalerweise in Doménen zu finden, die
die sogenannte Thioredoxinfaltung aufweisen. Ubereinstimmend konnte auch fiir
Proteine der Ervl-Familie Sulfhydryloxidaseaktivitit nachgewiesen werden (Lee ef al.,
2000; Gerber et al., 2001; Farrel et al., 2005). Das bestcharakterisierte Mitglied ist
Erv2, eine Sulthydryloxidase des endoplasmatischen Retikulums (ER) in Pilzen (Gerber
et al., 2001; Sevier et al., 2001), und viele Annahmen iiber den Reaktionsmechanismus
von Erv1 resultieren aus Erkenntnissen {iber Erv2.

Ervl aus Hefe besteht aus zwei strukturellen Segmenten (Abb. 1.4). Die N-
terminale Domédne umfasst 72 Aminosdurereste und ist reich an Glyzin- und
Prolinresten, die dem Bereich eine besondere Flexibilitit verleihen. Er enthilt aulerdem
ein CXXC-Motiv, das essentiell fiir die Funktion des Proteins ist (Hothaus et al., 1999).
Der C-terminale Bereich ist konserviert und stellt die FAD-Bindedomine dar, die aus
117 Aminosdureresten besteht. Dieser Bereich weist 30% Sequenzidentitit zur FAD-
Bindedoméne von Erv2 auf und gerade die funktionell wichtigen Aminosdurereste
stimmen {berein. Durch spektroskopische Untersuchungen und zusétzlich durch
Rontgenstrukturanalysen von Erv2 (Gross et al., 2002) konnte der nicht-kovalent
gebundene Kofaktor FAD in Ervl und Erv2 (Lee et al., 2000; Gerber et al., 2001)
nachgewiesen werden.

Die Faltung der FAD-Bindedomine wird durch eine Disulfidbriicke stabilisiert,
deren beteiligte Cysteinreste zwar in keinem spezifischen Motiv angeordnet, aber
konserviert sind. Sowohl Erv1 als auch Erv2 bilden Homodimere, deren Untereinheiten
transient durch Disulfidbriicken verbunden sind (Lee et al., 2000; Gross et al., 2002;
Vala et al., 2005). Die Strukturaufklidrung der C-terminalen Domédne von Erv2 konnte
dieses Phinomen und damit den Mechanismus des Elektronentransfers vom Substrat
auf den Kofaktor FAD iiber die verschiedenen Disulfidbriicken weitgehend erklidren

(Gross et al., 2002).
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Das essentielle CXXC-Motiv der FAD-Bindedoméne ist in rdumlicher Néhe zum
Isoalloxazinring des FAD angeordnet. Dadurch wird der Elektronentransfer zwischen
beiden Redoxpartnern erleichtert. Wéhrend Ervl und Erv2 sich innerhalb dieser
Domine stark dhneln, unterscheiden sie sich in den flankierenden Bereichen
voneinander. Erv2 trigt C-terminal der FAD-Bindedoméne ein weiteres CXC-Motiv,
das in Ervl nicht vorkommt. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Motiv Teil eines
flexiblen Arms ist, der mit dem CXXC-Motiv der gegeniiberliegenden Untereinheit in
Kontakt treten kann. Es kommt dabei voriibergehend zur kovalenten Bindung der

beiden Untereinheiten des Dimers, bei der das CXC-Motiv oxidiert wird. Das auf diese
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Abbildung 1.3 Phylogenetische Analyse der Mitglieder der Ervl-Familie
Ein phylogenetischer Stammbaum wurde auf Basis der Proteine mit Homologie
zu Ervl mit Hilfe der DNAman Software (Lynnon Corporation, Quebec,
Kanada) berechnet. Die strukturelle Organisation der Mitglieder verschiedener
Aste ist dargestellt wie in Abb. 1.4. Die viralen Proteine sind hoch variabel und
konnen daher nicht zuverldssig zugeordnet werden. Die Sequenzen, die fiir die
Analyse verwendet wurden, sind fiir Gruppe I Homo sapiens (NP_005253),
Drosophila  melanogaster ~ (AY094854.1),  Caenorhabditis  elegans
(AAB97554), S. cerevisiae (NP_075527), Neurospora crassa (XP_959716),
Aspergillus nidulans (XP_660631), Arabidopsis thaliana (AAM63908), fiir
Gruppe II Candida albicans (XP_720875), S. cerevisiae (NP_015362), N.
crassa (NP_015362), fir Gruppe Il Oryza sativa (AAT85195), Zea mays
(AAW66880), A. thaliana (AAF31025), Chlamydomonas reinhardtii
(AAV32452), fiir Gruppe IV Synechococcus sp. CC9605 (ABB34539), Nostoc
punctiforme (ZP_00107616) und fiir Gruppe V African swine fever virus
(NP_042767).
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Weise aktivierte CXC-Motiv des flexiblen Arms ist nun wiederum in der Lage
Disulfidbriicken in Substrate einzufiihren (Gross et al., 2002; Vala et al., 2005).
Moglicherweise spielt in Ervl das N-terminale CXXC-Motiv, das wiederum nicht in
Erv2 auftritt, eine analoge Funktion im Elektronentransfer vom Substrat zum FAD-
Zentrum.

Das menschliche Homolog von Ervl wird als augmenter of liver regeneration
(ALR) bezeichnet, da es in einer systematischen Suche nach hepatotrophen
Wachstumsfaktoren identifiziert wurde (Hagiya et al, 1994). Dennoch ist nichts
Weiteres iliber die Funktion von ALR bekannt und sein Wirkungsmechanismus bleibt
ungeklart.

In S. cerevisiae ist Ervl im Intermembranraum der Mitochondrien lokalisiert
(Lange et al.,, 2001). Anhand von Experimenten mit einem Hefestamm, der ein
temperatursensitives Allel von ERVI exprimiert, wurden dem Protein Funktionen bei
der Assemblierung der Atmungskette und der Verteilung der Mitochondrien in der Zelle
zugeschrieben (Lisowsky, 1992; Becher et al., 1999; Lisowsky, 1994). Desweiteren
wurde gezeigt, dass Erv1 fiir die Biogenese zytosolischer Eisen-Schwefel-Cluster, nicht
aber fiir die der mitochondrialen notwendig ist (Lange et al., 2001). Ob diese Effekte
direkt oder indirekt von Ervl abhédngen, ist allerdings noch unklar, da bisher kein

Substrat identifiziert werden konnte.

rv 30 33 130 133
E 1 SH SH SH SH
S—S§
159 166
rv 121124 176 178
E 2 30 SH SH SHSH
S—S
150 167

Abbildung 1.4 Strukturelle Organisation von Ervl und Erv2

Der schematische Aufbau von Ervl und Erv2 ist dargestellt. Die Zahlen geben
die Positionen bestimmter Aminosdurereste an. Die konservierten Dominen
sind als schwarze Késten dargestellt. Die katalytisch aktiven Cysteinmotive und
die strukturellen Disulfidbriicken sind hervorgehoben. SP, Signalpeptid fiir die
Sortierung von Erv2 ins endoplasmatische Retikulum.
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1.2.1 Intermembranraumproteine mit konservierten Cysteinmotiven

Einige Proteine der Klasse II, wie z.B. Tim8, Tim9, Tim10, Tim12, Timl3, die
Assemblierungsfaktoren des Komplex IV Cox17, Cox19, Cox23 und Mdm35 tragen
hochkonservierte Cysteinsignaturen in ihrer Aminosauresequenz. Sie sind dort entweder
in CX;C-, wie bei den kleinen Tim-Proteinen, oder CXoC-,, Twin “-Motiven angeordnet
(Koehler, 2004; Bauer et al., 2000). Jeder der vier Cysteinreste der beiden CX;C-
Motive ist notwendig fiir den Import, die Faltung und die Assemblierung der kleinen
Tim-Proteine in ihre Komplexe (Lutz ef al., 2003; Hofmann et al., 2002; Roesch et al.,
2002).  Rontgenstrukturanalyse des  TIM9-TIM10-Komplexes  zeigte eine
Haarnadelstruktur der Untereinheiten, die auf der Bildung intramolekularer
Disulfidbriicken beruht (Webb et al., 2006). Mehrere Studien postulieren, dass die
assemblierten Proteine in oxidierter Konformation vorliegen (Allen et al., 2003; Lu et
al., 2004; Curran et al., 2002a; Curran et al., 2002b). Auf der anderen Seite gibt es
Evidenz fiir die Bindung von Zinkionen durch Timl3 in Abhéngigkeit von den
Cysteinmotiven in vitro (Hofmann et al., 2002; Sirrenberg et al., 1998; Paschen ef al.,
2000), und in vivo konnte ebenfalls die reduzierte Konformation nachgewiesen werden
(Lutz et al., 2003). Interessanterweise wiirde das Redoxpotential dieser Proteine eine
Oxidation ihrer Cysteinreste direkt nach der Synthese im Zytosol zulassen. Daher wurde
vorgeschlagen, dass sie dort bereits Zinkionen binden, um die fiir den Import
notwendige reduzierte Konformation zu stabilisieren (Lu et al., 2005). Eventuell werden
die Tonen nach dem Import abgegeben und die Cysteinreste oxidiert.

Proteine mit CXoC-Motiven bilden zwei antiparallele Helices, in denen die
Cysteinmotive angeordnet sind. Diese Konformation kann durch die Ausbildung von
Disulfidbriicken zwischen den beiden Helices stabilisiert werden. Das bestbeschriebene
Mitglied dieser Gruppe ist Cox17, das als l6sliches Metallochaperon des
Intermembranraums Kupfer fiir die Assemblierung der Cytochrom c¢-Oxidase
bereitstellt. Strukturelle Analysen von Cox17 zeigten das Protein in drei verschiedenen
Konformationen. Bei vollstindiger Oxidation der CXyC-Motive bindet Cox17 keine
Metallionen (Arnesano et al., 2005). Vollstindig reduziertes Cox17 bindet bis zu vier
Kupferionen im Monomer (Srinivasan et al., 1998). Ob beide Konformationen

physiologisch relevant sind, bleibt allerdings fraglich.
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Tabelle 1.1 Einige bekannte Substrate des Mia40-Erv1-abhiingigen Importweges

Substrat  Cysteinmotiv  Funktion Literatur
Cox17 twin CXoC Kupferchaperon zur COX- Abajian et al., 2004;
Assemblierung Horng et al., 2004;
Mesecke et al., 2005
Cox19 twin CXyC COX-Assemblierungsfaktor Nobrega et al., 2002;
(putatives Kupferchaperon) Rigby et al., 2007,
Chacinska et al., 2004
Tim8& twin CX5C Untereinheit des TIM8-TIM 13- Davis et al., 2000;
Komplexes Chacinska et al., 2004
Tim9 twin CX;C Untereinheit des TIM9-TIM10- Koehler et al., 1998;
Komplexes Chacinska et al., 2004
Tim10 twin CX5C Untereinheit des TIM9-TIM10- Luciano et al., 2001;
Komplexes Terziyska et al., 2005;
Milenkovic et al., 2007
Tim12 CXoC-CCX3C  Untereinheit der TIM22- Sirrenberg et al., 1998;
Translokase Naoé et al., 2004
Timl13 twin CX;C Untereinheit des TIMS-TIM 13- Davis et al., 2000; Lutz et
Komplexes al., 2003; Terziyska et al.,
2005
Micl4 twin CXoC unbekannt Gabriel et al., 2006
Micl7 twin CXoC unbekannt Gabriel et al., 2006
Mdm35 twin CXoC beeinflusst mitochondriale Gabriel et al., 2000,

Morphologie; Mechanismus

unbekannt

Dimmer et al., 2002

1.2.2 Hotl3, ein Assemblierungsfaktor im Intermembranraum?

Hotl3 steht fiir helper of Tim mit einer berechneten molekularen Masse von 13,6 kDa

und wurde zundchst als Interaktionspartner der kleinen Tim-Proteine identifiziert

(Curran et al., 2004). Es besitzt eine charakteristische zf-CHY-Doméne, die hohe
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Ahnlichkeit zu einer RING-Finger-Domine aufweist (Mulder et al., 2003, Curran et al.,
2004), und ist von Prokaryoten bis zur Mensch konserviert (Abb. 1.6). Solche RING-
Motive koordinieren zwei Zinkionen und sollen Protein-Protein-Interaktionen
begiinstigen (Matthews und Sunde, 2002). Hotl3 enthélt 11 Cysteinreste, die unter
anderem an der Koordination von Metallionen beteiligt sein konnen. In Hefe wurde
Hot13 im Intermembranraum der Mitochondrien lokalisiert, wo es mit der dul3eren oder
inneren Membran assoziiert vorliegt. Im Gegensatz zu Mia40 und Ervl ist es nicht
essentiell fiir die Hefe, verleiht den Zellen aber erhohte Toleranz gegeniiber dem
Oxidationsmittel t-Butylhydroperoxid (Curran et al., 2004). Uber die tatsichliche
Funktion von Hotl3 ist allerdings wenig bekannt. In isolierten Mitochondrien einer
Hotl13-Deletionsmutante sind im Vergleich zum Wildtyp geringere Mengen der kleinen
Tim-Proteine und Tim22 vorhanden. Insbesondere die Assemblierung der kleinen Tim-
Proteine in ihre Komplexe scheint durch die Deletion von Hot13 beeintrachtigt zu sein.
Durch Quervernetzungsexperimente mit neu importiertem Timl13 konnte eine
Interaktion von Hotl3 mit neu importiertem Tim13 nachgewiesen werden (Curran et
al., 2004). Unklar ist allerdings ob es sich dabei um eine tatsdchliche Interaktion oder
nur um die rdumliche Nédhe handelt.

Sowohl in Sduger- als auch in Hefemitochondrien konnte nach Zugabe
verschiedener Oxidationsmittel eine Beeintrdchtigung des TIM22-Importweges
beobachtet werden. Es kam dabei zur Akkumulation der Carriervorldufer im
Intermembranraum, nicht aber zu ihrer Insertion in die Innenmembran. Durch
anschlieBende Zugabe von DTT konnte die vollstandige Integration des Vorlaufers in
die Membran erzielt werden. Daher wurde vermutet, dass der Import von TIM22-
Substraten durch Redoxverdnderungen in den Intermembranraumchaperonen vermittelt
wird. Da in Hotl3-depletierten Mitochondrien dieser Effekt im TIM22-Importweg in
Gegenwart des Oxidationsmittels t-Butylhydroperoxid verstirkt auftrat, konnte Hot13
einen Reduktionsschritt im Importprozess des Carriers durch die TIM9-10- und TIMS-
13-Komplexe katalysieren. Die endogenen Level von AAC waren in Hot13-depletierten
Mitochondrien allerdings unbeeintrachtigt und eine Verdnderung des Redoxstatus der

kleinen Tim-Proteine durch Hot13 wurde nicht nachgewiesen (Curran et al., 2004).
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Hot13

8. cerevisiae 16 PKDVIAIRF PLEKYDLLDDANKEL
C. albicans 27 TKLDITAIKF EPDRFDENDMTTEL.
S. pombe 22 SKADWALREGQ PFLPWRKAKF. ....
N. crassa 1 = LNAQVSIESP PLEKTLEMT. ... ..
A. nidulans 9 G TLNACVAIRSE ] TLTRTTEMY. . v v ..
D. discoideum 1 TINTOVSIRA DIYKSDEMI......
P. tetraurelia 1 s ILNACVAIRAP PLSKEIEMT. . .. ..
D. rerio 5 KV YVR. SLLEAP MDRFEVOE. ... ..
R. norvegicus 16 PR YDR . TKAP LDRFEKVEE. ... ..
H. sapiens 16 QR YDR. LEAP LDBFKVEE. . .. ..
A. thaliana 17 IFE YKR . NeKLLAP SVIBERKOTTE. + + v s .
O. sativum 14 CEGEHGYRE. RERIRAE ESTKDGELDRAV. . . .ES
Consensus CH cc

8. cerevisiae IIec REEMTFAEYYDYNSN ...... RSP ENP ek YELYF 108
C. albicans VI e NELTVTEYLNEGY ........ CCOFNPCESINNVEIYE 116
S. pombe 1PV [eGAeKNSLTVEEYES. . . . .. il P FNE K&k GYYF 110
N. crassa FASKKSKKS®FEKDATEFEDS. .« . . . . DEY YITEAVIPKAALR 85
A. nidufans FASK KKK RKDATEFDES. . .. . . DEY FVIEAVIPTPTLY 95
D. discoideum FASKKSKK/FRKTISTFEEA. . .. . . DEY YYLEAVEKPQPKIS 85
P. tetratrelia FASKKSKE/FREKDVTIDYDES. . .. . . YVIKAVTQESKEI 85
D. rerio v TICGAOCT[e EVKE. .GEXY LFDKDKKQYEQPG 94
R. norvegicus VOT EKLQ QTED-STLF . GEXY LFDKDKKEVLKMFPG 108
H. sapiens VO T EKIQ QQTEE-STLF . Gy LEFDEKDEKO YRS 106
A. thaliana LIQPIGANSNTS SSMGKY K.Y DDERKI Yji(efP v 109
Q. sativum VI DTEQPVAQVYNGV . GEd < FFDDDYV DR EJIF] D 106
Consensus c c

Abbildung 1.6 Sequenzvergleich von Proteinen mit Homologie zu Hot13
Proteine mit Homologie zu Hotl3 aus verschiedenen eukaryotischen
Organismen wurden mittels Sequenzvergleich identifiziert und aufgefiihrt.
Dargestellt wird eine hochkonservierte cysteinreiche Domine, die ca. 90
Aminosédurereste umfasst. Die Domédne beeinhaltet neun invariante Cystein-
und drei invariante Histidinreste. Dieses Motiv gehdrt zur Klasse der
Zinkfingerdoménen des CHY-Typs.

1.3 Thiolredoxkontrolle in . cerevisiae

Viele biologische Prozesse in der Zelle werden durch den Redoxstatus beteiligter
Proteine reguliert. Daher kommt den Thiolgruppen der Cysteinseitenketten in Proteinen
eine besondere Bedeutung zu. In reduzierter Konformation konnen sie Metallionen wie
Zink, Kupfer oder Eisen koordinieren und werden desweiteren fiir die Bindung von
Eisen-Schwefel-Clustern, = Ham-Gruppen und  weiteren  Cystein-spezifischen

postranslationalen Modifikationen benétigt. Thre einzigartige Fahigkeit intra- und
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intermolekulare Disulfidbriicken auszubilden beeinflusst die Faltung von Proteinen und
damit auch deren Funktionalitit. Redoxprozesse ermdglichen somit die Regulation der
Proteinaktivitit in Abhédngigkeit der vorherrschenden Bedingungen in der Zelle.
Urspriinglich wurde angenommen, dass die in einem Kompartiment
vorherrschende Glutathionkonzentration verantwortlich fiir den Redoxzustand der in
ithm lokalisierten Proteine ist. Reduziertes und oxidiertes Glutathion bilden einen
Redoxpuffer, in dem das Verhéltnis der beiden Formen die Redoxeigenschaften eines
Kompartiments bestimmen sollte. Tatsdchlich ist der GrofBteil der zytosolischen
Proteine mit Cysteinresten reduziert und im Zytosol wurden GSH-Konzentrationen bis
zu 13 mM nachgewiesen (Ostergaard et al., 2004) und das Verhéltnis GSH:GSSG liegt
bei ca. 60, withrend im ER nur ein zweifacher Uberschuss der reduzierten Form vorliegt
und hier auch nachgewiesener Weise oxidative Proteinfaltung stattfindet. Dennoch
reicht Glutathion selbst nicht aus, um Proteine in vivo zu reduzieren oder oxidieren,
sondern es bedarf bestimmter Enzyme, die z.T. mit Hilfe von Glutathion andere
Proteine reduzieren oder oxidieren konnen. Im Zytosol gibt es zwei miteinander
verkniipfte Systeme, das Thioredoxin- und das Glutaredoxinsystem, wahrend im ER ein
Sulfhydryloxidase-/-isomerasesystem lokalisiert ist. Da das Thioredoxinsystem im
Laufe dieser Arbeit nicht weiter behandelt wird, soll an dieser Stelle nur das

Glutaredoxinsystem ndher erortert werden.

1.3.1 Glutaredoxine

Unter bestimmten Bedingungen kann die Ausbildung einer Disulfidbriicke
zwischen zwei Cysteinresten oder sogar eine weitere Oxidation zu Sulfensdure zur
unerwiinschten Inaktivierung eines Proteins fiihren. Eine Moglichkeit Cysteinylgruppen
vor Oxidation zu schiitzen besteht in Threr Glutathionylierung (Cotgreave et al., 1998;
Biswas et al., 2006; Linke et al., 2003; Ghezzi, 2005), da diese oxidative Modifikation
reversibel ist. Glutathionylierung kann aulerdem auch einen Regulationsmechanismus
darstellen, der die zelluldren Prozesse an die dueren Gegebenheiten anpasst (Cotgreave
et al., 1998; Biswas et al., 20006).

Glutaredoxine sind relativ kleine Proteine, die Thiolreduktaseaktivitit besitzen.
Sie sind durch eine Thioredoxin-dhnliche Struktur charakterisiert und tragen
redoxaktive CXXC- oder CXXS-Motive im aktiven Zentrum. Sie nutzen reduziertes
Glutathion, um Substrate zu reduzieren, das mit Hilfe von NADPH und der Glutathion-

Reduktase regeneriert wird (Holmgren, 1989; Fernandes et al, 2004). Anhand der
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Beschaffenheit ihres aktiven Zentrums wurden die Glutaredoxine in Mono- und
Dithiolglutaredoxine unterschieden (Fernandes ef al., 2004; Rodriguez-Manzaneque et
al., 1999). Orthologe findet man im Zytosol, in Mitochondrien und im Zellkern. In S.
cerevisiae sind bisher fiinf Glutaredoxine identifiziert und beschrieben worden. Bei
Grx1 und Grx2 handelt es sich um klassische Dithiolglutaredoxine, die im Zytosol und,
im Fall von Grx2, zusitzlich auch in den Mitochondrien lokalisiert sind und dort
oxidativem Stress besonders bei hoheren Temperaturen entgegenwirken. Beide Proteine
weisen eine Sequenzidentitit von 64% auf, katalysieren aber die Reduktion
verschiedener Substrate, was zu unterschiedlichen Phénotypen in Deletionsmutanten
fiihrt (Luikenhuis et al., 1998). Interessanterweise wird Grx2 unter Benutzung zwei
verschiedener Startcodons exprimiert, was zu Isoformen im Zytosol und in der
mitochondrialen Matrix flihrt (Pedrajas et al., 2002; Porras et al., 2006). Den drei
Monothiolglutaredoxinen Grx3, Grx4 und Grx5 konnte bisher in vitro keine
Glutaredoxinaktivitdt nachgewiesen werden. Grx3 und Grx4 besitzen eine zusitzliche
N-terminale Thioredoxindoméine und sind im Nukleus lokalisiert, wo sie iiber den
Transkriptionsfaktor Aftl die Expression einer kleinen Gruppe von Proteinen regulieren
(Lopreiato et al., 2004; Ojeda et al., 2006; Pujol-Carrion et al., 2006). Grx5 wurde
ausschlieBlich in der mitochondrialen Matrix lokalisiert, wo es in die Biosynthese der
Eisen-Schwefel-Cluster involviert zu sein scheint (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002;
Lill und Miihlenhoff, 2006). Grx3 und Grx4 konnen eine GRX5-Deletion
komplementieren, wenn sie mit mitochondrialem Sortierungssignal exprimiert werden
und so ihre Lokalisation in den Mitochondrien gewihrleistet wird (Molina et al., 2004).
Dies gelang nicht bei Verwendung der Dithiolglutaredoxine, was auf eine hohe

funktionelle Konservierung der Monothiolglutaredoxine in Hefe hindeutet.

1.3.2 Proteinfaltung im sekretorischen Transportweg

Im Gegensatz zum Zytosol werden im endoplasmatischen Retikulum die Proteine
oxidativ gefaltet. Dabei kommt es zur Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen freien
Thiolgruppen vorhandener Cysteinreste. Zundchst glaubte man, die Disulfidbildung sei
ein spontaner Prozess (Anfinsen ef al., 1961) und Oxidationsdquivalente wiirden direkt
von Glutathion zur Verfiigung gestellt. Tatsdchlich ist das Verhéltnis von oxidiertem zu
reduziertem Glutathion im ER im Vergleich zum Zytosol verdndert. Die Entdeckung
von Erol, einer essentiellen Sulthydryloxidase im ER, stellte diese Theorie allerdings in

Frage und ldsst offen, welche Rolle dem Glutathion tatsédchlich zukommt (Frand und
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Kaiser, 1998; 1999; Pollard et al., 1998; Tu et al., 2000; Tu und Weissmann, 2002).
Erol  generiert Disulfidbricken de novo und ibertrdgt sie auf die
Proteindisulfidisomerase Pdil. Pdil fiihrt die Disulfidbriicken anschliefend in die neu
importierten Polypeptide ein. Dabei gehen Elektronen von den Substraten iiber Pdil auf
Erol iiber. Von Erol konnen sie mit Hilfe des Kofaktors FAD auf molekularen
Sauerstoff als Endakzeptor transferiert werden (Tu und Weissmann, 2002).

Neben seiner Funktion als Oxidase spielt Pdil eine grundlegende Rolle als
Isomerase, die falsch gebildete Disulfidbriicken korrigiert (Laboissiere et al., 1995).
Dafiir wird Pdil allerdings in seiner reduzierten Konformation benétigt. Vor kurzem
konnte nachgewiesen werden, dass die Hyperoxidation im ER direkt {iber die Erol-
Aktivitdt reguliert wird. Vollstdndig oxidiertes Erol weist eine geringere Aktivitdt auf
als solches, dessen nicht-katalytische Cysteinpaare reduziert vorliegen (Sevier et al.,
2007). Zusétzlich zu Pdil sind weitere homologe Proteine im ER der Bickerhefe
lokalisiert (Eugl, Mpdl, Mpd2 und Epsl). Erol ist aber relativ spezifisch und die
Interaktion mit nur einem weiteren dieser Homologe, Mpd2, konnte nachgewiesen

werden (Frand und Kaiser, 1999).

oy SH Isomerisierung

SH Oxidation .
SH » S=5 ~ Mpd2p?

26" ( /\X* SH
GSH SH Reduktion
o GSSG o

nach Tu und Weissmann, 2004

Abbildung 1.7 Oxidative Proteinfaltung im endoplasmatischen Retikulum
Reduzierte Proteine gelangen wihrend und nach ihrer Translation ins ER-Lumen.
Dort werden sie durch Proteindisulfidisomerase (PDI) oxidiert. Die Elektronen
werden anschlieBend auf das Flavoprotein Erol iibertragen, das wiederum mit
molekularem Sauerstoff reagieren kann. Kommt es zur Missfaltung der
Substratproteine, so kann PDI falsche Disulfidbriicken isomerisieren.
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Parallel zu Erol fungiert ein weiteres Protein namens Erv2 im ER als Pdil-
Oxidase (Gerber ef al., 2001; Sevier et al., 2001; Gross et al., 2002). Erv2 gehort, wie
Ervl, zur Familie der ERV/ALR-Sulthydryloxidasen (Thorpe et al, 2002), ist im
Gegensatz zu ihm aber nicht essentiell fiir die Zelle. Die Deletion von ERO! kann unter
aeroben Wachstumsbedingungen durch Uberexpression von Erv2 komplementiert
werden (Sevier et al., 2001). Da die Deletion von Erv2 selbst aber nur einen milden
Phénotyp zur Folge hat, scheint die eigentliche Sulfhydryloxidase Erol zu sein und die
Funktion von Erv2 ist mdglicherweise auf nicht-essentielle Substrate oder bestimmte
Wachstumsbedingungen limitiert.

Bei Erol handelt es sich um ein membranassoziiertes Protein und Pdil trdgt ein
C-terminales Retentionssignal, so dass beide Proteine nur fiir ER-lokalisierte Prozesse
biologisch relevant sind. Es ist nicht bekannt, welche Bedingungen im spéten
sekretorischen Transportweg herrschen und ob dort weitere redoxaktive Faktoren

angesiedelt sind.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte wuntersucht werden, wie 16sliche
Intermembranraumproteine mit konservierten Cysteinmotiven in Mitochondrien
importiert werden. Wie in Kapitel 1.1.1. beschrieben, tragen diese Substratproteine
keine N-terminalen Sortierungssignale, enthalten aber als ein ihnen gemeinsames
Charakteristikum konservierte Cysteinreste, die in bestimmten CX3;C- und CXoC-
Motiven angeordnet vorliegen. Obwohl die Funktion dieser Cysteinreste fiir den Import
der Proteine schon seit einiger Zeit diskutiert wird, konnte bisher nicht zufriedenstellend
geklirt werden, ob sie nach dem Import zu Disulfidbriicken oxidiert werden oder ob sie
die fiir den Import erforderliche reduzierte Konformation beibehalten und ihre Faltung
durch die Komplexierung von Kofaktoren stabilisiert wird. Als erste Komponente, die
den  Import dieser Intermembranraumproteine  beeinflusst, konnte  der
Intermembranraumrezeptor Mia40 identifiziert werden. Seine genaue Funktionsweise
ist aber bisher unbekannt. Da moglicherweise Disulfidbriickenbildung einen wichtigen
Schritt wéhrend des Importprozesses darstellt, sollte aulerdem untersucht werden, ob
die Sulthydryloxidase Ervl in diesen Prozess involviert ist und ob auch Hotl3 den
Redoxstatus des Systems beeinflusst. Um diesen Importmechanismus detaillierter zu

charakterisieren, wurde das Verhalten der Substratproteine Cox17 und Timl3

18



Finleitung

beobachtet und Hefestimme, in denen die Expression von Ervl reguliert werden konnte
bzw. HOTI3 deletiert wurde, wurden fiir in vivo- und in organello-Experimente
herangezogen.

AuBlerdem sollten weitere Komponenten identifiziert werden, die in den
Importprozess selbst oder in die Modifikation des Redoxstatus der Substratproteine im
Intermembranraum involviert sind. Da einige Studien gezeigt haben, dass z. B. Tim13
nach dem in organello-Import und auch in vivo in reduzierter Konformation detektiert
werden konnte, sollten putative Reduktasen identifiziert werden, die im
Intermembranraum der Mitochondrien lokalisiert sein konnten. Es ist bekannt, dass
Glutaredoxine an verschiedenen Orten in der Zelle an der Reduktion unterschiedlicher
Proteine beteiligt ist. Daher bestand die Moglichkeit, dass auch im Intermembranraum

von Mitochondrien Glutaredoxine derartige Funktionen erfiillen konnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Verwendete Plasmide

Fiir die in vitro-Transkription und -Translation von Proteinen wurde das entsprechende
DNS-Fragment in den Vektor pGEM3 oder pGEM4 (Promega) kloniert. Sofern nicht
anders erwdhnt wurden Gene aus S. cerevisiae verwendet. Die Klonierungsstrategien
fiir die in dieser Arbeit hergestellten Plasmide sind unter 2.1.13 beschrieben. In Tabelle

2.1 sind alle in der Arbeit verwendeten Plasmide und ihre Kurzbeschreibung aufgefiihrt.

Tabelle 2.1 Verwendete Plasmide

Plasmid Kodiertes Protein Vektor Referenz
pOxal Oxal pGem3 Herrmann et al.,
1997

pSu9(1-69)DHFR Neurospora crassa Su9(1-|pGem4 Rojo et al., 1995

69) fusioniert an Mus

musculus

Dihydrofolatreduktase
pCox17-GST Cox17 pETGexCt Diese Arbeit
pTiml13 Tim13 pGem4 Lutz et al., 2003
pGrx6 Grx6 pGem4 Diese Arbeit
pGrx7 Grx7 pGem4 Diese Arbeit
pHis-Grx6 Grx6 ab Aminosédure V34 | pQE30 Diese Arbeit
pHis-Grx7 Grx7 ab Aminosdure V34 | pQE30 Diese Arbeit
pHis-Grx6“7% Grx6 ab Aminosdure V34 |pQE30 Diese Arbeit

mit einer C-zu-S-Mutation

an Aminosdureposition 136
pPfGrx PfGrx pQE30 Rabhlfs et al.,

2001

pHis-Pdil Pdil ab Aminosdure 23 pQE30 Diese Arbeit
pYX132-Pdil Pdil pYX132 Diese Arbeit
pYX132-Erol Erol pYX132 Diese Arbeit
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2.1.2 Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli

Kleine Mengen DNS wurden durch enzymatische und alkalische Lyse von E. coli-
Zellen gewonnen. Dazu wurden Einzelkolonien in 2 ml LBamp-Medium angeimpft und
tiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Zellen aus 1 ml Kultur wurden fiir 1 min
bei 7500 g (RT) sedimentiert und in 50 pl ddH,O durch Schiitteln resuspendiert. Nach
Zugabe von 300 ul Losung 1 (0,1 M NaOH, 0,5% SDS, 1 mM EDTA) wurde fiir 5 min
bei RT lysiert. Die Probe wurde anschlieBend mit 150 pl Losung 2 (3 M Natriumacetat
pH 4.,5) neutralisiert und fiir 1 min geschiittelt. Die prézipitierten Proteine und die
chromosomale DNS wurden bei 35000 g, 10min (4°C) sedimentiert. Der Uberstand
wurde abgenommen, mit 900 pl Ethanol versetzt, die Plasmid-DNS fiir 15 min bei -
80°C gefdllt und anschliefend fiir 30 min bei 35000 g (4°C) zentrifugiert. Nach
Waschen mit 70% Ethanol und anschlieBendem Trocknen wurde die Plasmid-DNS in
100 pl sterilem ddH,O aufgenommen. Zur Praparation groBBerer Mengen Plasmid-DNS
wurde das Pure Yield Plasmid Midi Prep System (Promega) verwendet. 50-100 ml einer
Ubernachtkultur in LBAmp wurde nach Anleitung des Herstellers aufgearbeitet und die
Plasmid-DNS isoliert.

2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Gene oder Genabschnitte von S. cerevisiae wurden als DNS-Fragmente mit Hilfe
der Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert. Die als Primer in der Polymerase-
Kettenreaktion eingesetzten Oligodesoxynukleotide enthielten an ihrem 3’-Ende eine
mindestens 16 Basen lange, zur Matrizen-DNS komplementére Sequenz. Fiir eine
Standard-Reaktion wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl 1-100 ng Matrizen-DNS
sowie 20 pmol von jedem Primer eingesetzt. Der Ansatz enthielt weiterhin 1,5 mM
Magnesiumchlorid, 0,2 mM aller 4 Desoxynucleosidtriphosphate, 2,5 U Taq-DNS-
Polymerase, 0,25 U Pfu-DNS-Polymerase und den vom Hersteller mitgelieferten Puffer.
In einigen Féllen wurden die Enzyme erst hinzugefiigt nachdem die Reaktion 1 min bei
95°C inkubiert wurde. Die Polymerase-Kettenreaktion wurde mit 25 bis 35
Temperaturzyklen durchgefiihrt. Die Zyklen bestanden aus dem Schmelzen der DNS
bei 95°C fiir 30 s, Anlagerung der Oligodesoxynukleotide typischerweise bei 48-64°C
fiir 90 s und Synthese der DNS bei 72°C fiir bis zu 3min. Nach den Reaktionszyklen
wurde mit einer S-miniitigen Nachinkubation bei 72°C die DNS-Synthese
vervollstdndigt. Die Amplifikation der DNS Fragmente wurde durch Gelelektrophorese
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kontrolliert.

2.1.4 Restriktionsverdau von DNS

Fiir die Priparation von DNS-Fragmenten und fiir die Identifizierung positiver
Transformanden bei der Neukonstruktion von Plasmiden, wurde die Plasmid-DNS mit
Restriktionsendonukleasen gespalten. Dabei wurde das Puffersystem von New England
Biolabs verwendet. Der Restriktionsansatz im préparativen Maflstab wurde in einem
Gesamtvolumen von 50 pl bis 200 pl durchgefiihrt. Je 20 U der entsprechenden
Restriktionsenzyme wurde zu dem vom Hersteller empfohlenen 10xPuffer mit 5 bis 15
nug DNS und sterilem Wasser gegeben. Die Inkubationszeit betrug zwischen 2 und 15 h
bei der empfohlenen Temperatur. Die Spaltung im analytischen Mallstab erfolgte mit je
10 U der entsprechenden Restriktionsenzyme und 1 pl DNS-Losung in 20 pl
Gesamtvolumen. Die Inkubationszeit betrug 1 h bei der empfohlenen Temperatur. Im
Anschluss an die Restriktion wurden die Ansétze der priaparativen bzw. analytischen

Gelelektrophorese unterzogen.

2.1.5 Ligation

Fir die Neukonstruktion von Plasmiden wurden die durch Spaltung mit
Restriktionsenzymen erhaltenen DNS-Fragmente mit Hilfe der T4-DNS-Ligase
kovalent miteinander verkniipft. Die Reaktion wurde in dem vom Hersteller gelieferten
Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 pl durchgefiihrt. Dazu wurden 50-200 ng DNS
des linearisierten Vektors mit etwa dem fiinffachen Uberschuss an DNS-Fragment

gemischt und bei einer Temperatur von 15°C iiber Nacht inkubiert.

2.1.6 Zwischenklonierung

Um die vollstindige Restriktion eines DNS-Fragmentes zu gewihrleisten, wurde
das durch PCR amplifizierte Fragment in den Vektor pGEM-T zwischenkloniert. Die
Ligation des Fragmentes in den Vektor erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Das
Ligationsprodukt wurde in E. coli DH5aZellen transformiert. Aus den positiven Klonen
wurde Plasmid-DNS prépariert wurde das DNS-Fragment mittels Restriktionsverdau

herausgeschnitten.
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2.1.7 Préaparation elektrokompetenter Zellen

Um elektrokompetente E. coli-Zellen zu gewinnen, wurden 400 ml LB-Medium
mit 4 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Bei
Erreichen einer ODgyy von 0,5 wurde die Kultur fiir 30 min auf Eis gestellt und dann fiir
15 min bei 4500 g (4°C) zentrifugiert. Danach wurden die Zellen hintereinander mit 400
ml, 200 ml und 4 ml kaltem 10%igem Glyzerin (mit Milipore-Wasser angesetzt)
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Probe in 400 ul 10%iger
Glyzerinlésung resuspendiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren (45 ul Aliquots)
und bei -80°C gelagert.

2.1.8 Préaparation hitzeschockkompetenter Zellen

Um hitzeschockkompetente E. coli-Zellen zu gewinnen, wurden 100 ml LB
Medium mit 5 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. Bei Erreichen einer ODgy von 0,6 wurde die Kultur bei 600 g (4°C) fiir 10
min sedimentiert. Die Zellen wurden in 40 ml eisgekiihltem Tfb 1 (30 mM
Kaliumacetat, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCl,, 10 mM CaCl,, 12% (w/v) Glyzerin)
vorsichtig resuspendiert und fiir 2 h auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde erneut
zentrifugiert (600 g, 4°C, 10 min), das Sediment in 4 ml Ttb 2 (10 mM MOPS, 75 mM
CaCl,, 10 mM RbCl,, 12% (w/v) Glyzerin) resuspendiert und eine weitere Stunde auf
Eis inkubiert. 200 pl Aliquots der kompetenten Zellen wurden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.1.9 Transformation mittels Elektroporation

Zur Transformation von E. coli-Zellen durch Elektroporation wurde 1 pl
Plasmidlosung (Ligationsansatz oder Plasmidpréiparation) mit 45 pl kompetenter Zellen
gemischt. Dieser Ansatz wurde in eine auf Eis gekiihlte Elektroporationskiivette
tiberfithrt, die dann einem StromstoB (2,5 kV, 400Q, 25 uF) ausgesetzt wurde. Die
Zellsuspension wurde sofort mit 1 ml LB-Medium gemischt und in ein steriles 1,5 ml
Reaktionsgefdl iiberfithrt. Die Zellen wurden fiir 30 min unter Schiitteln bei 37°C

inkubiert, bevor sie dann auf einer LBsmp-Platte ausgestrichen wurden.
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2.1.10 Transformation mittels Hitzeschock

Nach Auftauen eines 200 pl Aliquots wurden 90 pl kompetente E. coli-Zellen mit
5-10 ul Ligationsansatz oder 1-2 pl Plasmid-DNS versetzt und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Der Transformationsansatz wurde fir 1 min auf 42°C erhitzt, auf Eis
abgekiihlt und mit 1 ml LB-Medium versetzt. Die Zellsuspension wurde fiir 1 h bei
37°C inkubiert und auf eine LBamp-Kulturplatte ausgestrichen. Die Kulturplatten
wurden bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

2.1.11 Analytische und praparative Gelelektrophorese

Zur Auftrennung doppelstringiger DNS-Fragmente in Abhéngigkeit ihrer Grof3e
wurde die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt. Dieses Verfahren wurde sowohl im
analytischen Maf3stab zur Restriktionsanalyse von Plasmiden, als auch im préparativen
MaBstab zur Isolierung von DNS-Fragmenten durchgefiihrt. Das Bettvolumen der
verwendeten Gele betrug 30-100 ml und das Taschenvolumen 20-120 ul. Je nach Grof3e
der DNS-Fragmente wurde eine 0,8-3%ige Agaroselosung in TAE-Puffer (20 mM
Natriumacetat, 1 mM EDTA, 40 mM Tris/Acetat pH 7,5) zum GieBlen der Gele
verwendet. Die Agarose wurde vor dem Gief3en auf eine Ethidiumbromidkonzentration
von ca. 0,5 pg/ml eingestellt. Die Proben wurden mit 5xAuftragspuffer (30% Glyzerin,
0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol) versetzt und aufgetragen. Falls die Proben
storende Mengen an RNA enthielten, wurde ein 5xAuftragspuffer mit ca. 2 mU/ml
RNase A verwendet. Die Elektrophorese wurde in TAE-Puffer bei etwa 10 V/cm
durchgefithrt. Die Analyse erfolgte unter UV-Licht. Zur Isolierung von DNS-
Fragmenten aus Agarosegelen wurden die entsprechenden Banden mit einen Skalpell
ausgeschnitten und die DNS mit dem Kit QIAquick nach Anleitung des Herstellers
(Qiagen) extrahiert.

2.1.12 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von DNS-Proben wurde durch Messung der Extinktion gegen
Wasser bei 260 und 280 nm (Ez60 und Esgp) bestimmt. Eine Extinktionsdnderung von 1
bei 260 nm entspricht einer Konzentration von 50 pg/ul doppelstrangiger bzw. 33 pg/ul
einzelstrangiger DNS. Der Quotient aus Eyey und Esgg ist ein MalB fiir die Reinheit der

Probe und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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2.1.13 Klonierungsstrategien

Klonierung von pCox17-GST Der gesamte offene Leserahmen (OLR) von
COX17 wurde mittels PCR aus genomischer DNS mit den Oligonukleotiden NMO01-5°
und NMO02-3° amplifiziert. Das resultierende Fragment wurde tiiber die in das
Oligonukleotidpaar eingefiihrten Restriktionsschnittstellen BamH1 und Bg/Il in den
Vektor pETGexCt kloniert.

NMO01-5¢ 5'-GGG GGA TCC ATG ACT GAA ACT GAC-3’
NMO02-3¢ 5'-GGG AGA TCT CTA ATT TGC ACT TGG-3’

Klonierung von pGrx6 Der gesamte OLR von GRX6 wurde mittels PCR aus
genomischer DNS mit den Oligonukleotiden NM46 und NM47 amplifiziert. Das
resultierende Fragment wurde iiber die in das Oligonukleotidpaar eingefiihrten

Restriktionsschnittstellen EcoRI und BamH]1 in den Vektor pGem4 kloniert.

NM46 5'-GGG GAA TTC ACC ATG ATA CCT TCC AAT AAG AG-3’
NM47 5'-GGG GGA TCC TCA ATT ATT GGA AGG TTT TTC ACG-3’

Klonierung von pGrx7 Der gesamte OLR von GRX7 wurde mittels PCR aus
genomischer DNS mit den Oligonukleotiden NM44 und NM45 amplifiziert. Das
resultierende Fragment wurde iiber die in das Oligonukleotidpaar eingefiihrten

Restriktionsschnittstellen Sac1 und BamHI in den Vektor pGem4 kloniert.

NM44 5'-GGG GAG CTC ACC ATG GCT ATT GTT ATA AAC AAA AGA AAC-3’
NM45 5'-GGG GGA TCC CTA GGC ACT CTC AGA TTG CG-3’

Klonierung von pHis-Grx6 Der OLR ab Basenpaar 100 von GRX6 wurde mittels
PCR aus genomischer DNS mit den Oligonukleotiden NM59 und NM60 amplifiziert.
Das resultierende Fragment wurde iiber die in das Oligonukleotidpaar eingefiihrten

Restriktionsschnittstellen BamH1 und Sa/l in den Vektor pQE30 kloniert.

NMS359 5°-GGG GGA TCC GTA GAG ATA AAA GAG GAA ACT TC -3’
NM60 5'-GGG GTC GAC TCA ATT ATT GGA AGG TTT TTC ACG -3’
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Klonierung von pHis-Grx7 Der OLR ab Basenpaar 100 von GRX7 wurde mittels
PCR aus genomischer DNS mit den Oligonukleotiden NM61 und NM62 amplifiziert.
Das resultierende Fragment wurde iiber die in das Oligonukleotidpaar eingefiihrten

Restriktionsschnittstellen BamH1 und Sall in den Vektor pQE30 kloniert.

NM61 5°-GGG GGA TCC GTC AAC GAAAGT ATT ACT ACT C -3’
NM62 5°-GGG GTC GAC CTA GGC ACT CTC AGATTG C -3’

Klonierung von pHis-Grx6°"% pHis-Grx6“"**® wurde mit dem site directed
mutagenesis kit (Stratagene) nach den Angaben des Herstellers von dem Plasmid pHis-

Grx6 mit den Oligonukleotiden NM63 und NM64 generiert.

NM63 5'-GTA AAA GCA CGA GCT CAT ATA GCA AGG GCA TGA AGG AAC
TGC TTG -3°
NM64 5°-CAA GCA GTT CCT TCA TGC CCT TGC TAT ATG AGC TCG TGC
TTT TAC -3’

Klonierung von pHis-Pdil Der OLR ab Basenpaar 67 von PDI/ wurde mittels
PCR aus genomischer DNS mit den Oligonukleotiden NM72 und NM70 amplifiziert.
Das resultierende Fragment wurde iiber die in das Oligonukleotidpaar eingefiihrten

Restriktionsschnittstellen BamH1 und Sacl in den Vektor pQE30 kloniert.

NM72 5°-GGG GGA TCC CAA CAA GAG GCT GTG GCC CC -3°
NM70 5°-GGG GAG CTC TTA CAA TTC ATC GTG AAT GGC ATC TTC -3’

2.2 Genetische Methoden

2.2.1 Verwendete Stimme von E. coli

Fiir alle Klonierungen wurde der E. coli-Stamm DHS5a verwendet. Dieser Stamm
enthdlt einen ®dlac2AM15-Marker, der fiir Vektoren auf Basis von pUC eine
Blau/WeiB-Selektion ermoglicht. Fiir die rekombinante Proteinexpression in E. coli
wurde der E. coli-Stamm BL21(DE3) oder XL1-blue verwendet. Der BL21-Stamm
besitzt eine chromosomale Kopie des [IPTG-induzierbaren T7-RNA-Polymerase-Gens

unter Kontrolle des lacUV5-Promotors und ist deshalb zur Expression von Genen unter
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Kontrolle des 77-Promotors geeignet. Diesen Zellen fehlen aulerdem die Proteasen Lon
und OmpT, um die iiberexprimierten Proteine zu stabilisieren. XL1-blue Zellen
exprimieren den lac-Repressor, der durch Zugabe von IPTG inaktiviert wird. So fiihrt
auch in XLI1-blue- Zellen die IPTG-Zugabe zur Induktion eines Proteins, das
stromabwiérts des lac-Promotors kloniert wurde. Da der /ac-Repressor nicht mutiert
wurde, kommt es diesen Zellen im Gegensatz zu BL21 nicht zur konstitutiven
Hintergrundexpression des Proteins. Dies ist besonders fiir Proteine wichtig, die toxisch

auf E. coli wirken.

2.2.2 Verwendete Stamme von S. cerevisiae

In Tabelle 2.2 sind alle in der Arbeit verwendeten Stimme von S. cerevisiae mit
Referenz und Genotypen aufgelistet. Unter 2.2.7 finden sich die genetischen Strategien

fiir die Herstellung der Stamme.

Tabelle 2.2
Stamm Genotyp Referenz
W303 aade2-1 his3-1,155 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 Rothstein et
al., 1983
YPH499 aura3-52 lys2-801amber ade2-101ochre trpl-A63 | Sikorski und
his3-A200 leu2-A1 Hieter, 1989
GALI10-Ervl aade2-1 his3-1,155 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 Diese Arbeit
HIS3-PgarL10-ERV1
ervi-ts Lisowsky,
1992
Ahotl3 aade2-1 his3-1,155 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 Diese Arbeit
hot13::KANMX6
Grx6-HA a ade2-1 his3-1,155 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 Diese Arbeit
GRX6-HA-TRPI
Grx7-HA aade2-1 his3-1,155 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 Diese Arbeit
GRX7-HA-TRPI
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2.2.3 Anzucht von S. cerevisiae

Die Anzucht von Hefen erfolgte unter Schiitteln bei 30°C in YP-Medium
(supplementiert mit 2% einer der Kohlenstoffquellen [Glukose, Galaktose, Glyzerin]),
auf Selektiv-Medium oder auf Laktat-Medium. Hefen aus einer Glyzerin-Stammkultur
wurden auf einer YPD-Platte bzw. einer Selektiv-Platte ausgestrichen und bei 30°C
inkubiert. Nach 2-3 Tagen wurden von dieser Platte 20 ml Medium angeimpft und {iber
Nacht inkubiert. Die Kultur wurde durch Passagieren mindestens fiir 2 Tage in der
logarithmischen Wachstumsphase gehalten, bevor die Hauptkultur angeimpft wurde.
Die Zellen wurden nach Erreichen einer ODgyy von 1,2 bis 1,8 geerntet. Um Glyzerin-
Stammkulturen herzustellen, wurden mit einer Impfose Hefezellen von einer Agarplatte

in 1 ml 15%-iges Glyzerin iiberfiihrt und bei -80°C aufbewahrt.
2.2.4 Transformation von S. cerevisiae

Der entsprechende Hefestamm wurde iiber Nacht in YPD kultiviert und die Kultur
am néichsten Morgen auf eine ODgo9 von ungefihr 0,1 verdiinnt (20 ml Kulturvolumen).
Die Zellen wurden bis zu einer ODgyy von 0,5 inkubiert und in einem sterilen 1,5 ml-
Reaktionsgefd3 bei 1000 g sedimentiert. Das Zellsediment wurde mit sterilem Wasser
gewaschen und anschlielend in 1 ml 100 mM Lithiumacetat aufgenommen. So wurden
die Zellen fiir 5-10 min bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden erneut in einer
Eppendorf-Tischzentrifuge fiir 30 s sedimentiert und der Uberstand wurde verworfen.
Danach wurden zu den Zellen 240 ul PEG 3350 (50%), 36 ul 1 M Lithiumacetat, 5 pl
einzelstringige Lachsspermien-DNS (10 mg/ml), 5-50 pl der zu transformierenden
DNS gegeben und mit sterilem Wasser auf 360 ul aufgefiillt. Der Ansatz wurde 1 min
kréftig gemischt und unter leichtem Schiitteln 45 min bei 42°C inkubiert. Dann wurden
die Hefezellen 15 s bei 6000 bis 8000 rpm abzentrifugiert und in ddH,O resuspendiert.
Die Selektion erfolgreich transformierter Zellen erfolgte iiber Auxotrophiemarker auf

den entsprechenden SD-Platten.
2.2.5 Isolierung genomischer DNS aus Hefe

Hefe wurde tiber Nacht in YPD-Medium bei 30°C angezogen. 1,5 ml der Kultur
werden 5 min bei 10000 rpm pelletiert und in 100 pl Wasser resuspendiert. In 2%
Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8,0 und 1 mM EDTA wurden
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die Zellen unter Schiitteln mit wenigen Glaskiigelchen lysiert. AnschlieBend wurden
200 pl Phenol zugegeben und die geféllten Proteine und Zelltriimmer bei 10000 rpm fiir
5 min abzentrifugiert. Die obere wiéssrige Phase wurde abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Hierzu wurden erneut 100 pl Phenol und zusitzlich 100 pl
Chlorform gegeben. Durch Invertieren wurden die Phasen gemischt. Anschlieend
wurden sie durch einen weiteren Zentrifugationsschritt bei 10000 rpm fiir 5 min wieder
getrennt. Die obere Phase wurde wieder abgenommen in ein neues reaktionsgefil}
transferiert und mit 200 pl Chloroform versetzt. Nach Zentrifugation der Probe fiir 5
min bei 10000 rpm wurde die obere Phase abgenommen und 20 pl 3 M Natriumacetat
und 600 pl Ethanol abs. wurden zugegeben. Dann wurde die Probe 10-30 min bei -20°C
inkubiert und anschliefend wurde die DNS 15 min bei 14000 rpm und 4°C pelletiert.
Mit 70% Ethanol wurde die DNS gewaschen und in 100 pl Wasser resuspendiert.

2.2.6 Uberpriifen eines Rekombinationsereignisses in S. cerevisiae

Die isolierte genomische DNS (siehe 2.2.5) wurde mit einer Pipette einige Male
auf und ab pipettiert, um die DNS-Stringe durch Scherkréfte zu brechen und so eine
Denaturierung zu erleichtern. Fiir eine PCR mit Kontrolloligonukleotiden wurden 3 pl

der DNS eingesetzt. Die PCR wurde dann wie unter 2.1.3 beschrieben durchgefiihrt.
2.2.7 Test des Wachstumsphéiinotyps von S. cerevisiae

Die zu testenden Hefestimme wurden in 20 ml des entsprechenden Mediums iiber
Nacht angezogen und am Morgen auf eine ODgyy von 0,1 verdiinnt. Die Kulturen
wurden weiter bei 30°C inkubiert. Nachdem die Zellen ausreichend dicht gewachsen
waren, wurde jeder Stamm auf eine ODggp von 0,5 bzw. 0,1 eingestellt und ausgehend
von dieser Stammkultur eine serielle Verdiinnungsreihe (5 mal 1:10) in ddH,O
hergestellt. Pro Verdiinnung wurden jeweils 3 pl auf eine YPD- und YPG-Platte

aufgetragen und die Platten bei der zu untersuchenden Temperatur inkubiert.
2.2.8 Konstruktion der Hefestimme

GALI10-Ervl Der endogene Promotor von ERVI wurde mittels homologer
Rekombination durch den GALI10-Promotor ersetzt. Dazu wurde der Promotor

einschlieBlich des HIS3-Gens aus dem Vektor pTL26 mit den Oligonukleotiden NMO03
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und NMO04 amplifiziert. Beide Oligonukleotide hatten einen 45-Basen-Uberhang, der
sequenzidentisch war mit der Region 3'- (NM04) bzw. 5’- (NMO03) unter-bzw. oberhalb
des Startcodons. Die gereinigten PCR-Produkte wurden in W303 transformiert und die
Hefen auf Wachstum auf SD-His selektioniert. Die Verifizierung des

Promotoraustauschs wurde mit Western Blot durchgefiihrt.

NMO03 5°-GGG CCG CTT TTA-3 TTA CGG CAA CTA TTC TAT CAG GTT TAG
CTCTTG GCC TCC TCT AG -3¢

NM04 5°-GCC TTC TTG TGG GG ATT ATC CGT CAT TTT ATC TAT TGC TTT
CAT CGA ATT CCT TGA ATT TTC -3¢

Ahotl3 Der gesamte OLR von HOT13 wurde mittels homologer Rekombination
durch die KANMX6-Kassette ersetzt. Dazu wurde das KANMX6-Gen aus dem Vektor
pFA6a-KANMX6 mit den Oligonukleotiden Hot13-S1 und Hot13-S2 amplifiziert. Beide
Oligonukleotide hatten einen 45-Basen-Uberhang, der sequenzidentisch war mit der
Region 3’- (Hotl13-S2) bzw. 5’- (Hotl3-S1) unter- bzw. oberhalb des OLR. Das
gereinigte PCR-Produkt wurden in W303 transformiert und die Hefen auf Wachstum
auf YPD+G418 selektioniert. Die Verifizierung der HOT13-Disruption wurde mit PCR
durchgefiihrt.

Hot13-S1 5°-GAT ATA AAA AAA AAAATA CGT ACC ACT TAC AAT TTG CAA
ATA TAG CGT ACG CTG CAG GTC GAC -3¢

Hot13-S2 5°-AGA GCA CAG CAG AGC TTA AGA TGG CAT GCA TTT ATA GAA
CAA CAC ATC GAT GAA TTC GAG CTC G -3¢

Grx6-HA und Grx7-HA Das Stopcodon von GRX6 bzw. GRX7 wurde mittels
homologer Rekombination durch drei H&magglutinin-Epitope gefolgt von einem
Stopcodon ersetzt. Als Selektionsmarker diente das TRPI-Gen von Kluyveromyces
lactis. Dazu wurde das TRP1-Gen aus dem Vektor pYM22 (Janke et al., 2004) mit den
Oligonukleotiden NM42 bzw. NM40 und NM43 bzw. NM41 amplifiziert. Alle
Oligonukleotide hatten einen 45-Basen-Uberhang, der sequenzidentisch war mit der
Region 3’- (NM43/41) bzw. 5'- (NM42/40) unter- bzw. oberhalb des OLR. Die

Verifizierung der homologen Rekombination wurde mit Western Blot durchgefiihrt.
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NM 40 5°-GGG CGT TTA CTG TAA AAG CTA ATT CGC AAT CTG AGA GTG
CCC GTA CGC TGC AGG TCG AC -3¢

NM41 5°-CTG TAT ACT ACC TAA ATA TCC TCT TTC GCT ACT GTG GGA
GAA GAA GCT AAT CGA TGA ATT CGA GCT CG -3¢

NM42 5°-GGT AAA TTC TCG GTT GAG CAA CGT GAA AAA CCT TCC AAT
AAT CGT ACG CTG CAG GTC GAC -3¢

NM43 5°-CGC CTT TCC AAC TAC AGA CGT AAA GTG CTG GAT TAG TAA
GTG CTG CTG GAG TCA ATC GAT GAA TTC GAG CTC G -3¢

Agrx6 Der gesamte ORF von GRX6 wurde mittels homologer Rekombination
durch die HIS3-Kassette ersetzt. Dazu wurde das HIS3-Gen aus dem Vektor pTL26 mit
den Oligonukleotiden NM33 und NM54 amplifiziert. Beide Oligonukleotide hatten
einen 45-Basen-Uberhang, der sequenzidentisch war mit der Region 3’- (NM54) bzw.
5’- (NM33) unter- bzw. oberhalb des OLR. Das gereinigte PCR-Produkt wurden in
YPH499 transformiert und die Hefen auf Wachstum auf SD-His selektioniert. Die
GRX6-Disruption wurde mit Westren Blot {iberpriift.

NM33 5°-GCA ACC TAG CGG TTT AAT ATA GAA ACA ATT TTA TTC TCT
TGG CCT CCT CTA G -3¢

NM54 5°-CTT TAT TTA TAT ATT TAT TCT TAA TTT TTT CTT CTT TCC TTT
TTG TAA CAA TTC GAA TTC CTT GAA TTT TC -3¢

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 SDS-Gelelektrophorese

Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-PAGE (Laemmli et al., 1970)
aufgetrennt. Hierfiir wurden Glasplatten von 160180 mm und Abstandshalter von 1
mm Dicke verwendet. Zum Gieflen wurde das Gel mit einem separaten Bodengel
abgedichtet. Die Konzentration von Acrylamid im Trenngel variierte zwischen 12 und
18% und die Konzentration an Bisacrylamid zwischen 0,08% - 0,13%. Die
Elektrophorese erfolgte bei 30 mA fiir 2-3 h. AnschlieBend wurden die Proteine
entweder im Gel angefarbt oder auf Nitrozellulose transferiert.

Trennlosung: 12-18% Acrylamid; 0,08-0,13% Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCl
pH 8.8; 0,1% SDS (zur Polymerisation 0,1% APS; 0,03% TEMED)
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Sammellosung: 5% Acrylamid; 0,03% Bisacrylamid; 60 mM Tris/HCl pH 6.,8;
0,1% SDS (zur Polymerisation 0,05% APS; 0,1 % TEMED)

Laufpuffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,3; 0,38 M Glycin; 0,1 % SDS

SDS-Auftragspuffer (Laemmli-Puffer): 60 mM Tris/HCI, 2% SDS, 5% pB-
Mercaptoethanol, 10% Glyzerin, 0.02% Bromphenolblau, pH 6.8

2.3.2 Firben von Polyacrylamid-Gelen

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden mit Coomassie-Blau angeférbt.
Dazu wurde das Trenngel mindestens 60 min in Féarbelosung (30% Methanol, 10%
Eisessig, 0,1% Coomassie-Blau-R) geschwenkt, anschlieBend mit Wasser gespiilt und

in 30% Methanol, 10% Eisessig entférbt.

2.3.3 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen (Westernblot)

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden nach der Nass-Methode auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Dazu wurde das Gel auf eine Nitrozellulose-
Membran gelegt, die zwischen je einem Whatman-Papieren in eine Blotkammer
geklemmt wurden. Gel, Nitrozellulosemembran und Whatman-Papiere wurden dabei
mit Blotpuffer durchtrankt. Der Transfer der Proteine erfolgte fiir 1,5 h zwischen bei
400 mA. Die Proteine wurden durch Schwenken der Nitrozellulose-Membran in
Ponceau-Losung und anschlieBendem Entfarben mit Wasser sichtbar gemacht.

Blotpuffer: 20 mM Tris; 150 mM Glycin; 20% Methanol

Ponceau-Losung: 0,2% Ponceau in 3% Trichloressigsdure (TCA)

2.3.4 Autoradiographie und Densitometrie

Nitrozellulose-Membranen, auf die radioaktiv markierte Proteine transferiert
worden waren, wurden nach Trocknen unter einer Rotlicht-Wérmelampe auf einem
Rontgenfilm exponiert. Die auf dem Rontgenfilm sichtbaren Banden wurden mit Hilfe
eines Durchlichtscanners (Amersham Biosciences) eingelesen und ihre Intensitét
gemessen. Die Quantifizierung erfolgte mit dem Programm Lab-Scan von Amersham

Biosciences.
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2.3.5 Synthese von 3S-markierten Proteinen in vitro

Um *S-markierte Proteine zu synthetisieren, wurden in pGEM3, pGEM4 oder
pGEM-T klonierte Gene mit Hilfe der SP6- oder T7-RNA-Polymerase transkribiert und
anschlieBend in Kaninchen-Retikulozytenlysat in Gegenwart von >°S-Methionin
translatiert (Pelham und Jackson, 1976). Zur Transkription wurden 30 pl Premix, 2,5 ul
2,5 mM m7G(5’)ppp(5°)G und 15 pl Plasmid-DNS gemischt, auf 200 pl mit sterilem
Wasser aufgefiillt, 1 ul RNasin (40 U/ul) und 1 pl RNA-Polymerase (T7 oder SP6, je
25 U/ul) zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die
RNA wurde anschlieend durch Zusatz von 5 pl 10 M Lithiumchlorid und 150 pl
Ethanol fiir 15 min bei -20°C gefillt und anschlieBend fiir 30 min bei 35000 g (4°C)
abzentrifugiert. Das Sediment wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen und nach
Abnehmen des Uberstandes bei RT getrocknet. Die mRNA wurde dann in 30 pl Wasser
mit 0,75 U/ul RNasin aufgenommen. Um in vitro Vorstufenproteine zu translatieren,
wurden 140 pl Kaninchen- Retikulozytenlysat, 4 ul RNasin, 8 pl Aminosidure-Mix (alle
proteinogenen Aminosiuren auBer Methionin, je 1 mM), 16 ul **S -Methionin und 30 l
RNA gemischt. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 60 min bei 30°C inkubiert. Nach der
Translation wurde das Lysat fiir 30 min bei 100000 g (2°C) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde aliquotiert, in fliissigem N, schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.
10xTranslationssalze: 400 mM Hepes/KOH; pH 7,4; 60 mM Mg-Acetat; 20 mM
Spermidin Premix: 1 ml 10xTranslationssalze; 20 pl 50 mg/ml BSA; 200 ul 0,5 M
DTT; 50 ul 100 mM ATP; 50 pl 100 mM CTP; 50 pl 100 ml GTP; 50 pul 100 mM UTP;
H20 ad 10 ml

2.3.6 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte nach der Methode von
Bradford mit dem Bio-Rad-Proteinassay nach Anleitung des Herstellers. Fiir die
Bestimmung wurde eine Eichgerade mit IgG erstellt. Dafiir wurden die Extinktionen bei

595nm bei IgG-Konzentrationen von 1,25; 2,5; 5; 10; 20 und 40 pg/ml gemessen.
2.3.7 Fillung von Proteinen durch Trichloressigsiure

Um Protein denaturierend zu fillen, wurde die Proteinldsung auf 12%

Trichloressigsdure (TCA) eingestellt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Probe wurde
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anschlieBend fiir 30 min bei 35000 g (4°C) zentrifugiert, der Uberstand verworfen, auf
das Proteinpréizipitat 1 ml Aceton (auf -20°C gekiihlt) gegeben und 1 min kréftig
geschiittelt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 30 min wurde das Aceton verworfen und
das Sediment fiir 5 min bei 37°C getrocknet. Die Proteine wurden durch die Zugabe von

SDS-Auftragspuffer und kurzes Aufkochen gelost.
2.3.8 Uberexpression und Reinigung von Proteinen

Um Proteine im mg-Mafistab zu isolieren, wurden sie als GST-Fusionsproteine
bzw. mit N-terminalen Hexahistidinrest rekombinant in E. coli exprimiert und mit Hilfe
von GSH-Sepharose bzw. Ni-NTA-Agarose aufgereinigt. Dazu wurde LBamp-Medium
1:200 mit einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C unter Schiitteln bis auf eine
ODgoo von 0,8 wachsen gelassen. Um die Uberexpression zu induzieren, wurde die
Kultur auf 0,5 mM IPTG eingestellt und fiir weitere 4 h inkubiert. Die Zellen wurden
dann durch Zentrifugation fir 10 min bei 2000 g (4°C) geerntet und wie folgt

aufgearbeitet.
2.3.8.1 Reinigung von Cox17

Cox17 wurde als N-terminales GST-Fusionsprotein exprimiert und mit Hilfe von
GSH-Sepharose gereinigt. Zellen aus 50 ml Kultur wurden geerntet und bei -20°C
weggefroren. Zur Aufreinigung wurde die Suspension auf Eis aufgetaut und in 1 ml
Lysepuffer aufgenommen. Die Probe wurde 10 min bei Raumtemperatur getaumelt und
erneut mit 20 mM Kaliumphosphat pH 7,5 und 275 mM Natriumchlorid versetzt.
Anschliefend wurde sie wieder 10 min bei Raumtemperatur getaumelt und dann fiir 15
min bei 30000 g (4°C) zentrifugiert. Zum Uberstand wurden 200 ul 50%ige GSH-
Sepharose (in PBS gewaschen) gegeben. Die Suspension wurde zur Proteinbindung 90
min bei 4°C getaumelt und dann fiir 2 min bei 1500 g (4°C) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die GSH-Sepharose 3x mit je 3 ml TCB gewaschen.
Das Protein wurde direkt an der GSH-Sepharose mit 9 U Thrombin in TCB geschnitten.
Der Uberstand wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert. Bei der Uberexpression von
Cox17(Zn*") wurde die Expressionskultur von Beginn an auf 200 pM Zinkacetat

eingestellt.
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2.3.8.2 Reinigung von Grx6 und Grx7

Grx6 und Grx7 wurden mit N-terminalen Hexahistidinrest exprimiert und mit
Hilfe von Ni-NTA-Agarose aufgereinigt. Zellen aus 100 ml Kultur wurden bei -20°C
weggefroren. Zur Aufreinigung wurden E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut, in 20 ml
Lysepuffer (50 mM Natriumphosphat pH 8,0, 300 mM Natriumchlorid, 10 mM
Imidazol) resuspendiert und fiir 30 min mit Lysozym bei 4°C getaumelt. Das Lysat
wurde sonifiziert und fiir 20 min bei 10000 g (4°C) zentrifugiert. Zum Uberstand
wurden 1 ml 50%ige Ni-NTA-Agarose (in Lysepuffer gewaschen) gegeben. Die
Suspension wurde zur Proteinbindung fiir 60 min bei 4°C getaumelt und dann in eine
Sdule mit Fritte gegeben. Die Sdule wurde einmal mit 10 ml Lysepuffer und zweimal
mit 10 ml Waschpuffer (50 mM Natriumphosphat pH 8,0, 300 mM Natriumchlorid, 20
mM Imidazol) gewaschen. Das Protein wurde mit 50 mM Natriumphosphat pH 8,0, 300
mM Natriumchlorid und 250 mM Imidazol eluiert Die Proteinldsungen wurde bei 4°C

gelagert.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von Mitochondrien aus Hefe

Die Isolierung von Mitochondrien aus Hefezellen erfolgte nach der von Daum
beschriebenen Methode (Gasser et al., 1982). Durch Zentrifugation fiir 5 min bei 2800 g
bei Raumtemperatur wurden die Zellen bei einer ODsos zwischen 1 und 2 geerntet.
AnschlieBend wurden sie in ddH,O gewaschen, in 2 ml pro g Feuchtgewicht 100 mM
Tris, 10 mM DTT resuspendiert und fiir 10 min bei 30°C in einem Schiittler inkubiert.
Danach wurde die Suspension erneut zentrifugiert (5 min, 2000 g, 4°C), die Zellen in
1,2 M Sorbitol gewaschen und pro g Feuchtgewicht in 6,7 ml 1,2 M Sorbitol, 0,45
mg/ml Zymolyase und 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 resuspendiert. Zum
Verdau der Zellwand wurde die Suspension 40-60 min bei 30°C geschiittelt. Die
Sphéroplasten wurden fiir 5 min bei 2000 g (4°C) geerntet und pro g Feuchtgewicht in
6,7 ml eiskaltem Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol, 1 mM EDTA, 0,2% BSA, 1
mM PMSF, 10 mM Tris/HCI pH 7,4) resuspendiert. Die Suspension wurde in einen
Glashomogenisator gegeben und die Zellen wurden durch 10 StéBe aufgebrochen.
Danach wurden die Zellen fiir 5 min bei 2000 g bei 4°C abzentrifugiert und der

Uberstand ~ gesammelt. Das  Zellpellet ~wurde mit weiteren 6,7 ml
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Homogenisierungspuffer pro g Feuchtgewicht versetzt und noch einmal mit dem
Glashomogenisator aufgeschlossen. Nach einer erneuten Zentrifugation wurden die
Uberstande vereinigt und noch einmal fiir 5 min bei 2000 g (4°C) zentrifugiert, um noch
verbliebene intakte Zellen, Zellkerne und Membranen abzutrennen. Anschlieend
wurde die Suspension fiir 12 min bei 12000 g (4°C) zentrifugiert, um die Mitochondrien
abzutrennen. Das Pellet wurde in 10 ml SEH-Puffer resuspendiert und fiir 5 min bei
2000 g zentrifugiert. Die Mitochondrien wurden durch erneute Zentrifugation des
Uberstands fiir 12 min bei 17000 g (4°C) pelletiert und in 0,5-1,5 ml SEH
aufgenommen. Von dieser Suspension wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford
durchgefiihrt. Schlieflich wurde die Organellenfraktion mit SEH-Puffer auf eine
Proteinkonzentration von 10 mg/ml eingestellt. Die Mitochondrien wurden aliquotiert,

in fliissigem N eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.4.2 Erzeugung von Mitoplasten

Mitochondrien, deren &duBlere Membran selektiv gedffnet wurde, werden als
Mitoplasten bezeichnet. Um Mitoplasten zu erzeugen, wurde die Auflenmembran von
Mitochondrien durch hypotones Schwellen aufgebrochen, wobei die Innenmembran
intakt blieb. Dazu wurden Mitochondrien in SH-Puffer in der Regel 1:10 bis 1:20 in 20
mM Hepes/KOH pH 7,4 verdiinnt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend
wurden die Mitoplasten durch Zentrifugation reisoliert (15000 g, 10 min, 4°C) und
analog wie Mitochondrien eingesetzt. Anhand von entsprechenden Markerproteinen
kann die Effzienz der Mitoplastierung nach Behandlung mit Proteinase K mittels

Western Blot kontrolliert werden.

2.4.3 Import von Proteinen in Mitochondrien

Importexperimente von Proteinen in Mitochondrien wurden in folgendem Puffer
durchgefiihrt: 3% BSA, 0,5 M Sorbit, 80 mM Kaliumchlorid, 10 mM Magnesiumacetat,
2 mM Kaliumphosphat, 1 mM Manganchlorid, 50 mM Hepes/KOH pH 7.,4. Bei
Experimenten mit Cox17 und Tim13 wurde ein Importpuffer ohne BSA verwendet.
Alle weiteren Importreaktionen wurden, wenn nicht anders angegeben, in Anwesenheit
von 2 mM ATP und 2 mM NADH durchgefiihrt. Fiir eine typische Importreaktion
wurden 25-100 pg Mitochondrien mit 0,5-5 pl Retikulozytenlysat oder 0,2 pg

rekombinant exprimiertem Protein bei 25°C fiir 10-30 min inkubiert. Die Reaktion
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wurde durch 1:10-Verdiinnung in kalten SH-Puffer gestoppt. Um zugingliche Proteine
zu verdauen, wurden die Proteasen Proteinase K (PK) oder Trypsin in den angegebenen
Konzentrationen zugesetzt (meist 50-100 pg/ml). Der Verdau wurde 20-30 min auf Eis
durchgefiihrt und durch Zugabe von 2 mM PMSF bzw. dem 10-fachen Uberschuss an
Sojabohnen-Trypsininhibitor gestoppt. Die Mitochondrien wurden dann durch
Zentrifugation fiir 10 min bei 25000 g (4°C) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen,
die Mitochondrien in SH/KCI resuspendiert und erneut pelletiert. Die Mitochondrien
wurden dann in Laemmli-Puffer aufgenommen und die Proteine mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Um rekombinantes Cox17 zu importieren, wurde
gereinigtes GST-Cox17 mit Thrombin geschnitten (nach Angaben des Herstellers) und
gegen 6 M Guanidiniumchlorid, 10 mM EDTA, 10 mM B-Mercaptoethanol, 20 mM
Phosphat pH 6,5 dialysiert. Das so denaturierte Protein wurde fiir die Importreaktion
eingesetzt. Die Mitochondrien konnten auch reisoliert und fiir eine Immunféllung

eingesetzt werden (Herrmann et al., 2001).

2.44 HEDS-Assay

Kinetiken aufgereinigter Glutaredoxine wurden in einem Jasco V-550 UV/Vis
Zweistrahlphotometer bei 340 nm Wellenldnge, wie von Holmgren und Aslund 1995
beschrieben, gemessen. Dabei wurde der NADPH-Verbrauch in einer gekoppelten
Enzymreaktion detektiert. Die Reaktionen wurden in 100 mM Tris pH 8,0, 1 mM
EDTA in Gegenwart von 0,1 mM NADPH, 1 mM reduziertem Glutathion und 0,25 U
Glutathion-Reduktase =~ durchgefiithrt.  Durch  die  Zugabe @ von  HEDS
(Hydroxyethyldisulfid) in einer Endkonzentration von 736 uM wurde sie gestartet. Alle
Messungen wurden durch Abzug der Hintergrundaktivitit in einer Referenzkiivette

ohne Glutaredoxin korrigiert.

2.4.5 RNase-Riickfaltungsassay

Die Riickfaltung zufillig oxidierter RNase A aus bovinem Pankreas wurde durch
messen der cCMP-Hydrolyse durch die RNase A bestimmt (Frickel et al., 2004). Die
Messungen wurden in 100 mM Tris pH 8,0, 4,5 mM cCMP, 1 mM reduziertem
Glutathion, 0,2 mM oxidiertem Glutathion und 1 mM EDTA bei 25°C durchgefiihrt. 25
uM zufillig oxidierte RNase A, 1 uM Pdil und 18 puM Grx7 wurden wie angegeben

zugesetzt. Der Assay wurde in einem Jasco V-550 UV/Vis Zweistrahlphotometer bei
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296 nm Wellenldnge durchgefiihrt.

2.4.6 Sensitivititsassays

Um die Sensitivitit von Hefen gegeniiber bestimmten Reagenzien zu testen,
wurden die zu untersuchenden Stimme zunichst in einer Ubernachtkultur angeimpft. Je
nach Stamm wurde Selektiv- oder Vollmedium verwendet. Die Kulturen wurden, wenn
notig, am nichsten Morgen verdiinnt und bei 30°C weiter bis zur mittleren log-Phase
inkubiert. Dann wurden sie auf eine ODgg von 0,01 mit Wasser eingestellt. 100 pl
dieser Suspension wurden auf Selektiv- oder Vollmedium ausplattiert. In der Mitte des
Zellrasens wurde ein Filterpapier platziert, das mit den jeweiligen Reagenzien getrankt

wurde. Die Platten wurden drei bis fiinf Tage bei 30°C inkubiert.

2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Herstellung spezifischer Antiseren in Kaninchen

Zur Herstellung von polyklonalen Antiseren wurden Kaninchen mit rekombinant
gewonnenen Proteinen immunisiert. Aus dem Kaninchenblut wurde das Serum
gewonnen. Fiir die Erstinjektion wurden 200 pg Protein in einem Volumen von 250 ul
1:1 mit TiterMax (Sigma) versetzt und 1 min auf dem Vortex-Gerdt gemischt. Die
Emulsion wurde in 3 Portionen subkutan in den Nackenbereich des Kaninchens
injiziert. Weitere Injektionen folgten im Abstand von 4 Wochen, wobei an Stelle von
TiterMax unvollstdndiges Freundsches Adjuvans verwendet wurde. 10-12 Tage nach
jeder Injektion, auBer der Erstinjektion, wurde dem Kaninchen 10-30 ml Blut aus der
Ohrvene entnommen. Nach der Gerinnung des Blutes bei RT (-60 min) wurde das
Serum durch zweimalige Zentrifugation gewonnen (5 min bei 3000 g, dann 15 min bei
20000 g). AnschlieBend wurde der Uberstand zur Inaktivierung des
Komplementsystems fiir 20 min auf 56°C erhitzt und bei -20°C gelagert.

2.5.2 Verwendete Antikorper

Alle gegen Proteine von S. cerevisiae verwendeten Antikorper wurden durch
Immunisierung von Kaninchen gewonnen. Der monoklonale HA-Antikdrper und der

GFP-Antikorper wurden kommerziell bezogen (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
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USA; Torrey Pines, Houston, USA). In Tabelle 2.3 sind die wichtigsten der in der
Arbeit verwendeten Antikorper mit Beschreibung aufgefiihrt. Die polyklonalen Seren

wurden fiir Westernblot-Analysen und Immunfillungen eingesetzt.

Tabelle 2.3 Verwendete Antikorper

Antikorper Beschreibung

a-Cox17 Gegen Cox17-GST

a-Mia40 Gegen das C-terminale Peptid CVKKEPL-NEESKP,
Pineda, siehe Terziyska et al., 2005

a-Ervl Gegen GST-Ervl

o-Tim13 siehe Paschen et al., 2000

o-Sodl siehe Field et al., 2003

a-CCHL siche Mayer et al., 1995

a-Cyt by Gegen Cytochrom b, *'**

o-Tom70 Gegen His6-Tom7O40'617

o-AAC siehe Endres et al., 1999

a-Acol Gegen GST-Aconitase

o-Fumarase siehe Stein ef al., 1994

a-HA sieche HA-probe (F-7): sc-7392, Santa Cruz Biotechnology

a-GFP siche TP-401, Torrey Pines Biolabs

a-Erpl siche Marzioch et al., 1999

o-Erol siche Sevier et al., 2007

o-Pdil siehe Xiao et al., 2004

a-Hepl Gegen Hisg-Hep1 ™"

o-Grx6 Gegen His(,—Glrx634'231

o-Grx7 Gegen His6-er734'203

2.5.3 Affnititsreinigung von Antikorpern

Um eine hohe Spezifitit in immunologischen Experimenten zu erhalten, wurden
Antikorper mittels Aftnititschromatographie aus Serum aufgereinigt. Dazu wurde
zunidchst das Antigen an CNBr-aktivierte Sepharose gebunden. Zur Aktivierung des
Sdulenmaterials wurden 0,24 g Sepharose in 10 ml 1 mM HCI suspendiert, fiir 10 min

bei RT iiber Kopf geschiittelt und 3x in je 10 ml 1 mM HCI gewaschen. 1,5 mg des
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gereinigten Proteins in einem Volumen von 3 ml wurden bei folgenden
Endkonzentrationen mit dem aktivierten Sdulenmaterial versetzt: 0,25% SDS, 500 mM
Natriumchlorid, 1 mM PMSF, I mM EDTA, 100 mM Natriumhydrogencarbonat pH
8,3. Die Suspension wurde fiir 1,5 h bei RT iiber Kopf geschiittelt und das
Sdulenmaterial wurde 3x mit je 3 ml 500 mM Natriumchlorid, 100 mM
Natriumhydrogencarbonat pH 8,3 gewaschen. Anschliefend wurde die Sepharose in 5
ml 100 mM Tris/HCI pH 8,0 resuspendiert, fiir 2 h bei RT belassen und auf eine Séule
mit Fritte gegeben. Die Séule wurde mit je 5 ml 500 mM Natriumchlorid, 100 mM
Natriumacetat pH 4,0 und 500 mM Natriumchlorid, 100 mM Tris/HCI pH 8,0
gewaschen (mit einer Laufgeschwindigkeit von 3 ml/min). Dieser Vorgang wurde
insgesamt 3x durchgefiihrt, bevor die Sdule dann mit 5 ml 10 mM Natriumazid, 100
mM Tris/HCI pH 8,0 gewaschen und gelagert wurde (bei 4°C). Um die Antikdrper an
die Affinitdtsdule zu binden, wurde die Sdule zuerst mit je 10 ml der folgenden Puffer
gewaschen: 10 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM Glycin/HCI pH 2,5; 10 mM Tris/HCI pH
8,8; 100 mM Natriumphosphat pH 11,5; 10 mM Tris/HCI pH 7,5. Zu 4 ml Serum
wurden 16 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,5 gegeben und die Losung wurde auf folgende
Konzentrationen eingestellt: 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0,5 mM o-Phe,
1 pg/ml Leupeptin. Das Serum wurde 3x mit einer Laufgeschwindigkeit von 1 ml/min
iber die Sdule gegeben und zundchst mit 20 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,5, dann mit 20
ml 500 mM Natriumchlorid und schlieBlich mit 20 ml 10 mM Tris pH 7,5 gewaschen.
Die Elution wurde in 1 ml-Schritten mit folgenden Puffern durchgefiihrt: 10 ml Citrat
pH 4,0; 10 ml 100 mM Glycin/HCI pH 2,5; 10 ml 10 mM Tris/HCI pH 8,8 (wurde
verworfen); 10 ml Natriumphosphat pH 11,5 (wurde verworfen); 10 ml 10 mM
Tris/HCI pH 7,5 (wurde verworfen). Die Fraktionen wurden mit 1 M Tris bzw. 1 M
Glycin pH 2,2 neutralisiert, bei -20°C weggefroren und gelagert. Die Anwesenheit von
Antikorpern und die Spezifitit der einzelnen Fraktionen wurde durch Westernblot

kontrolliert.

2.5.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen

(Western Blot)

Um nach dem elektrophoretischen Transfer von Proteinen auf eine
Nitrozellulosemembran unspezifsche Bindungsstellen abzusittigen, wurde die Membran
fiir mindestens 30 min in einer Proteinlésung (3% Milchpulver oder BSA in TBS)

geschwenkt. AnschlieBend folgte die Immundekoration mit Antiserum oder gereinigtem
40



Material und Methoden

Antikorper (in 3% Milchpulver oder BSA in TBS) fiir mindestens 1,5 h bei RT oder
tiber Nacht bei 4°C. Antiseren wurden in Verdiinnungen von 1:200 bis 1:20000 und
affnititsgereinigte Antikdrper in Verdiinnungen von 1:200 bis 1:500 eingesetzt Nach
der Immundekoration wurde die Nitrozellulose gewaschen (3x 5 min in TBS) und fiir
45-90 min mit einem Antikorperkonjugat von IgG gegen Kaninchen (bzw. Maus bei
monoklonalen Antikdrpern) und Meerrettich-Peroxidase inkubiert (1:10000 in 3%
Milchpulver oder BSA in TBS). Die Membran wurde erneut gewaschen (3x 5 min in
TBS) und fiir 1 min mit Luminol-Reagenz (1,1 mM Luminol, 0,2 mM Cumarinséure,
0,25 mM H;0,, 100 mM Tris/HCI pH 8,5) durchtriankt. AnschlieBend wurde die
Nitrozellulose zwischen zwei transparente Folien gelegt und 1 s bis 10 min auf

Rontgenfilmen exponiert.

2.5.5 Immunprizipitation unter stringenten Bedingungen

Um Interaktionen mitochondrialer Proteine mit Partnerproteinen nachzuweisen,
wurden typischerweise 50-200 pg Mitochondrien in 20 pul SDS-Puffer (0,1% SDS)
resuspendiert und fiir 1 min bei 95°C geschiittelt. Das solubilisierte Material wurde 50-
fach mit Lysepufter (0,1% Triton X-100, 150 mM Kaliumchlorid, 2 mM EDTA, 1 mM
PMSF, 20 mM Tris/HCI pH 7,4) verdiinnt und 10 min auf Eis inkubiert. Dieses Lysat
wurde fiir 10 min bei 14000 rpm (4°C) zentrifugiert und der Uberstand wurde fiir die
Immunprézi-pitationsexperimente eingesetzt. Fiir die Immunfillung wurden 20 pl
50%ige Protein A-Sepharose (in 10 mM Tris/ HCI pH 7,4 gewaschen) zu 500 pl Lysat
gegeben und mit 5 pl Serum oder gereinigtem Antikorper versetzt und 1-2 h bei 4°C
iiber Kopf geschiittelt. Die an Protein A-Sepharose gebundenen Antikorper-
Antigenkomplexe wurden 2x in Lysepuffer und ein weiteres Mal in 20 mM Tris pH 7,4
gewaschen, bevor die Proteine durch Zugabe von 30 pl Laemmli-Puffer abgelost

wurden.

2.6 Puffer und Medien

Laktat-Medium: 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 Natriumchlorid, 0,6 g/l
Magnesiumsulfat, 0,3 ml/l Eisen(IlT)chlorid (1%), 2% Laktat, pH 5,5 mit KOH

Laemmli-Puffer: 2% SDS, 5% p-Mercaptoethanol, 10% Glyzerin, 0,02%

Bromphenolblau,
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60 mM Tris/HCI pH 6,8

LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Natriumchlorid
LBamp-Medium: LB-Medium mit 100 pg/ml Ampizillin

LB-Platten: 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Natriumchlorid, 1,5% Agar
LB amp-Platten: LB-Platten mit 100 pg/ml Amp

Lysepufter: 1 M NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8,0, 1% Triton X-100

PBS: 16 mM Natriumhydrogenphosphat, 4 mM Kaliumdihydrogenphosphat, 115 mM
Natriumchlorid

SEH: 0,6 M Sorbitol, | mM EDTA, 20 mM Hepes/KOH pH 7,4

SH: 0,6 M Sorbitol, 20mM Hepes/KOH pH 7,4

SH/KCI: 0,6 M Sorbitol, 80mM KCI, 20 mM Hepes/KOH pH 7,4

Selektiv-Medium: 0,17% Yeast Nitrogen Base ohne Aminosduren, 0,5% (NH4)2SOs,
2% Glukose oder 2% Galaktose, supplementiert mit entspr. Auxotrophiemarkern
Selektiv-Platten: Selektiv-Medium mit 2% Agar (SC-Platten)

SOB-Medium: 20 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,58 g/l Natriumchlorid, 0,19
g/l Kaliumchlorid

SOC-Medium: SOB-Medium supplementiert mit 20 mM Glukose, 10 mM
Magnesiumchlorid

Premix: 40 mM Hepes/KOH pH 7,4, 6 mM Magnesiumacetat, 2 mM Spermidin, 0,1
mg/ml BSA, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP, 0,5 mM CTP, 0,1 mM GTP, 0,5 mM UTP
TBS-Puffer: 150 mM Natriumchlorid, 10 mM Tris/HCI pH 7,5

TCB: 50 mM Tris pH 8,0, 5 mM Kalziumchlorid, 250 mM Kaliumacetat, 15% Glyzerin
TE-Puffer: 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI pH 8,0

YP-Medium: 1% Hefeextrakt, 2% Bacto-Pepton, pH 5,5 mit HCI

YP-Platten: 2% Hefeextrakt, 4% Bacto-Pepton, 2% Agar, pH 5,5 mit HCI
YPD-Medium: YP-Medium mit 2% Glukose

YPD-Platten: 2% Hefeextrakt, 4% Bacto-Pepton, 2% Glukose

2% Agar, pH 5,5 mit HCI

YPG-Medium: YP-Medium mit 3% Glyzerin

YPG-Platten: 2% Hefeextrakt, 4% Bacto-Pepton, 3% Glyzerin, 2% Agar, pH 5,5 mit
HCl

YPGal-Medium: YP-Medium mit 2% Galaktose

YPGal-Platten: 2% Hefeextrakt, 4% Bacto-Pepton, 2% Galaktose, 2% Agar, pH 5,5 mit
HCI
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2.7 Gerite

Amersham  Biosciences,  Freiburg:  Spannungsversorgung,  Flachbettscanner
ImageScanner, Quantifizierungsprogramm ImageMaster, Chromatographiesysteme und
Séulen

Beckman Coulter, Krefeld: Kiihlzentrifugen (Avanti), Ultrazentrifugen (Optima)
Bio-Rad, Hercules, USA: Elektroporationsgeridt Gene Pulser

Carl Roth: Sekuroka®-Glove-Bags

Elma, Singen: Ultraschallbad Transsonic 310

Eppendorf, Hamburg: Schiittler, Thermostate, Tischzentrifugen,
Gradienten-PCR-Maschine Mastercycler Gradient

Institutswerkstatt, Miinchen: Semidry-Blot-Apparaturen, Tank-Blot-Apparaturen,
Elektrophoresekammern, Uberkopf-Schiittler,

Jasco V-550 UV/Vis Zweistrahphotometer

Memmert, Hannnover: Inkubatoren, Warmeschranke

Peqlab, Erlangen: Agarosegel Imaging-System

Sigma Laborzentrifugen, Osterode: Tisch-Kiihlzentrifugen

Vacuumbrand, Wertheim: Vakuumpumpe PC 2001 Vari
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3 Ergebnisse

3.1 Import loslicher Proteine mit konservierten Cysteinmotiven in

den Intermembranraum von Mitochondrien

3.1.1 Nachweis der Interaktion von Mia40 mit seinem Substrat Cox17

Der Import I6slicher mitochondrialer Intermembranraumproteine, die keine
Signalsequenz tragen, war bis vor kurzem weitgehend ungeklért. Erst die Entdeckung
des Intermembranraumrezeptors Mia4() gab einen Hinweis auf einen neuartigen
Transportweg. Eine  direkte Interaktion zwischen Mia40 wund einigen
Intermembranraumproteinen mit konservierten Cysteinmotiven konnte nachgewiesen
werden, die sowohl von Metallionen als auch von oxidativen Bedingungen unterstiitzt
wird (Chacinska et al., 2004, Naoé et al., 2004, Terziyska et al., 2005). Um diese
Interaktion  genauer zu  charakterisieren, wurden Importexperimente  mit
Substratproteinen dieses Importweges durchgefiihrt. Dabei sollte vor allem die Art der
Komplexbildung untersucht werden.

Abbildung 3.1.1A zeigt den Import von radioaktiv markiertem Cox17 in
Mitochondrien und anschlieBende Immunprézipitation mit Antikdrpern gegen Mia40.
Hierfiir wurde rekombinant exprimiertes, radioaktiv markiertes Cox17 mit isolierten
Mitochondrien bei 25°C inkubiert. Durch zehnfache Verdiinnung der Probe mit SH-
Puffer und Zugabe von Trypsin wurde die Reaktion gestoppt. Nach Inkubation fiir 30
min auf Eis wurden die Mitochondrien durch Zentrifugation erneut isoliert, gewaschen
und lysiert. Nach Sedimentation des ungeldsten Materials wurde der Extrakt mit Protein
A-Sepharose und dem Mia40-Antikdrperserum bzw. dem Pridimmunserum inkubiert.
Anschliefend wurde die Protein A-Sepharose gewaschen und mit Laemmli-Puffer mit
oder ohne B-Mercaptoethanol eluiert. Priimmunserum wurde parallel zur Kontrolle der
Spezifitit der Antigen-Antikorper-Interaktion von aMia40 verwendet.

Tatsdchlich konnte mit Hilfe des Mia40-Antikorpers ein Mia40-Cox17-Komplex
aus Mitochondrien isoliert werden, der nicht in den Proben, die nur Praiimmunserum
enthalten, nachweisbar ist. Je nachdem, ob die Proben mit oder ohne f-Mercaptoethanol
aufgetragen wurden, ist dieser Komplex im SDS-Gel erhalten oder zerfallen. Die

Sensitivitdt dieses Komplexes gegeniiber f-Mercaptoethanol weist auf die Ausbildung
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von Disulfidbriicken hin, die die Interaktion stabilisieren. Identische Ergebnisse konnten
fiir die Komplexbildung zwischen Mia40 und Tim13 erzielt werden (Mesecke et al.,
2005).

In einem weiteren Experiment wurden isolierte Mitochondrien mit oder ohne
rekombinant exprimiertem Cox17 in Importpuffer inkubiert. Nach dem Import wurden
die Proben mit Proteinase K behandelt, um nicht-importiertes Protein zu verdauen.
Nach dem Waschen wurden die Proben in Laemmli-Puffer mit oder ohne f-
Mercaptoethanol aufgenommen. Mit Hilfe von SDS-PAGE, Western Blot und
Immundekoration gegen Mia40 wurden die Proben analysiert (siche Abb. 3.1.1B).
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Abb. 3.1.1, Mia40 bildet mit Cox17 intermolekulare Disulfidbriicken aus

A, Mitochondrien wurden mit rekombinantem radioaktiv markiertem Cox17 fiir 20
min bei 25°C inkubiert. Nicht-importiertes Protein wurde mit Trypsin verdaut. Die
Mitochondrien wurden gewaschen und anschlieBend in SDS lysiert. Fiinf Prozent des
Extraktes wurden direkt mit Laemmli-Puffer versetzt. Das iibrige Lysat wurde zur
Immunféllung mit Mia40-Antikdrpern oder Prdimmunserum (PI) eingesetzt. Die eine
Hélfte der Proben wurde in Laemmli-Puffer mit und die andere Hélfte ohne B-
Mercaptoethanol (B-ME) aufgenommen. Die Proben wurden mit SDS-PAGE
aufgetrennt und durch Autoradiographie visualisiert.

B, 100 pg Mitochondrien wurden 10 min bei 25°C mit oder ohne 2 png Cox17
inkubiert. Die Proben wurden mit Proteinase K auf Eis inkubiert, gewaschen und in
Laemmli-Puffer mit oder ohne B-Mercaptoethanol aufgenommen. Die Proben wurden
durch SDS-PAGE, Western Blot und Immundekoration gegen Mia40 analysiert.
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Abbildung 3.1.1B zeigt in Spur 1 Mia40 in Wildtypmitochondrien. Wird den
Mitochondrien Cox17 zugesetzt kommt es zur Bildung eines Komplexes aus neu
importiertem Cox17 und Mia40, der unter nicht-reduzierenden Bedingungen stabil ist
(Spur 2). Wird eine Probe mit Cox17 unter reduzierenden Bedingungen aufgetragen, ist
der Komplex nicht mehr detektierbar (Spur 4). Dies spricht ebenfalls fiir die Bildung
des Mia40-Substrat-Intermediates durch Disulfidbriicken.

3.1.2 Der Import von Cox17 und Tim13 wird durch hohe DTT-Konzentrationen

inhibiert

Um den Import von Mia40-Substraten genauer zu charakterisieren, wurden die
beiden Intermembranraumproteine Tim13 und Cox17 unter verschiedenen Bedingungen
in Hefemitochondrien importiert. Falls die Ausbildung von Disulfidbriicken ein
essentieller Schritt wahrend ihres Imports darstellt, sollte die Zugabe von reduzierenden
Substanzen diesen beeintrichtigen. Desweiteren besteht die Moglichkeit, dass der
Import und die stabile Faltung von Cox17 im Intermembranraum ebenso wie bei Tim13
von weiteren Faktoren wie der Komplexierung von Metallionen abhéngen (Lutz et al.,
2003). Daher wurden im folgenden Experiment den Importreaktionen sowohl
verschiedene Konzentrationen an DTT, als auch Flavonoide, Chelatoren oder
Kupfersulfat zugesetzt. DTT wirkt ebenso wie P-Mercaptoethanol reduzierend und
somit der Bildung der Disulfidbriicken entgegen. NADH und FAD konnten als
Kofaktoren von redoxaktiven Proteinen deren Import begiinstigen, indem sie die
Faltung der Proteine vereinfachen. Denselben Effekt konnten Kupferionen haben, die
als Kofaktor von Cox17 bereits nachgewiesen wurden (Abajian et al., 2004). Chelatoren
konnen dem Import entgegenwirken, wenn tatsdchlich zweiwertige Ionen zur Faltung
benotigt werden. Radioaktiv markiertes Tim13 und Cox17 wurden flir 20 min mit
isolierten Wildtypmitochondrien inkubiert. Nicht-importiertes Protein wurde durch die
Behandlung mit Proteinase K fiir 30 min auf Eis verdaut. Die Proben wurden
anschlieBend durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Western Blot auf Nitrozellulose
ibertragen (Abb. 3.1.2).

Die Autoradiographie zeigt, dass der Import von Tim13 und Cox17 bei DTT-
Konzentrationen von jeweils 10 mM und 20 mM deutlich herabgesetzt ist. Eine DTT-
Konzentration von 5 mM hatte keinen Einfluss auf die Importeffizienz von Tim13

(Abb. 3.1.2A). Uberraschenderweise stimulierte die Zugabe von 2,5 mM DTT den
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Import von Cox17 im Vergleich zu den Kontrollbedingungen. Weder NADH, FAD, die
Mischung aus EDTA und o-Phenanthrolin noch Kupfersulfat hatte Einfluss auf den
Cox17-Import (Abb. 3.1.2B). Somit konnte die notwendige Ausbildung von
Disulfidbriicken fiir den vorliegenden Importmechanismus bestitigt werden. Die
Komplexierung der oben genannten Kofaktoren kann zwar nicht ausgeschlossen

werden, sie ist aber fiir den Import selbst nicht erforderlich.
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Abb. 3.1.2, Der Import von Tim13 und Cox17 ist DTT-sensitiv

A, Radioaktiv markiertes Tim13 wurde fiir 10 min in Gegenwart von 0, 5 oder 10 mM
DTT in isolierte Mitochondrien importiert. Nicht-importiertes Protein wurde mit
Proteinase K verdaut. Importiertes Tim13 wurde mit Autoradiographie dargestellt.

B, Radioaktiv markiertes Cox17 wurde unter Zugabe von 0, 2,5 oder 20 mM DTT, 2
mM NADH, 2 mM FAD, 2 mM EDTA und o-Phenanthrolin oder 10 uM Kupfersulfat
in Mitochondrien importiert. AnschlieBend wurden die Mitochondrien mit Proteinase
K behandelt und Cox17 wurde mittels Autoradiographie detektiert.

3.1.3 Die Depletion von Ervl beeintriachtigt die endogenen Level bestimmter

Intermembranraumproteine

Die Ausbildung von Mia40-Substrat-Komplexen iiber Disulfidbriicken und die
reduzierte  Importeffizienz bei  Anwesenheit hoher Konzentrationen des
Reduktionsmittels DTT (s. 3.1.1 und 3.1.2) wies auf eine Sulthydryloxidation im
Intermembranraum hin. Tatsdchlich ist dort die Sulthydryloxidase Ervl lokalisiert, die
Oxidation von Proteinen katalysieren konnte (Lee et al., 2000; Lange et al., 2001). Ervl
steht fiir essential for respiration and viability und, obwohl Erv1 verschiedene zelluldre
Prozesse zu beeinflussen scheint (vergl. 1.1.3), waren bisher noch keine endogenen
Substrate bekannt.

Um eine mogliche Rolle von Ervl beim Importprozess ldslicher
Intermembranraum-proteine aufzudecken, stellten wir eine Hefemutante her, die Ervl

unter dem regulierbaren GALI0-Promotor exprimiert. Lésst man diese Mutante auf
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Glukose wachsen, wird der Promotor reprimiert und Ervl wird depletiert. Zieht man die
Mutante auf Galaktose an, wird dieser Promotor induziert und die endogene Ervl-
Menge nimmt stark zu. Im folgenden Experiment wurde die GALI0-Erv1-Mutante fiir
einige Tage in Laktatmedium mit 0,1% Glukose kultiviert, wobei die Erv1-Expression
reprimiert wurde. Allerdings konnte die Mutante immer noch genug Ervl1 synthetisieren
um zu iiberleben. Aus dieser Kultur wurden nach drei Tagen Mitochondrien isoliert und

auf die endogenen Level verschiedener Proteine mittels Immundekoration untersucht.

Wildtyp Erv1y
PR R |

Ervi [ <
cox17 [
Tim13 | oe— -
Sod1 - et
CCHL [ ——
Cyt b, W___
Tom70 |~ — ————

AAC = —
ACOT = s = ==

Miad0 sl - oo

Abb. 3.1.3, Ervl-Depletion fiihrt zur Reduktion der endogenen Level bestimmter
Intermembranraumproteine

Wildtyp- und GALI0-Ervl-Zellen wurden fiir 48 Stunden in Glukose-haltigem
Medium kultiviert. Mitochondrien beider Stimme wurden isoliert und 12, 25, 50 und
100 pg wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die endogenen Mengen verschiedener
Proteine wurden durch Immundekoration ermittelt. Diese Proteine sind im
Intermembranraum (Ervl, Cox17, Tim13, Sodl, Cytochrom c-Hamlyase [CCHL],
Cytochrom b2 [Cyt b;], Mia40), in der AuBenmembran (Tom70), in der
Innenmembran (ADP/ATP-Carrier [AAC]) oder in der Matrix (Aconitase [Acol])
lokalisiert.
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Abbildung 3.1.3 zeigt zunidchst die reduzierten Mengen Ervl in den Ervl-
depletierten Mitochondrien im Vergleich zum Wildtyp. Die Ervl-Depletion wurde von
reduzierten Cox17-, Tim13- und Sodl-Leveln begleitet. Zumindest von Cox17 und
Tim13 ist bekannt, dass es sich um Substrate von Mia40 handelt (Terziyska et al.,
2005). Die Cytochrom c¢- Hamlyase, Cytochrom b,, Tom70, der ADP/ATP-Carrier und
Aconitase lagen mit im Wildtyp vergleichbaren Mengen vor. Im Gegensatz zu Cox17,
Tim13 und Sodl enthalten diese Proteine keine konservierten Cysteinmotive bzw. sind
nicht im Intermembranraum lokalisiert. Interessanterweise ist Mia40 nicht von der
Ervl-Depletion betroffen, obwohl es sechs konservierte Cysteinreste enthélt, die unter
anderem in zwei CXyC-Motiven angeordnet sind. Mia40 ist allerdings ein integrales
Membranprotein mit mitochondrialem Sortierungssignal. Ervl scheint demnach nur fiir
die Biogenese 16slicher Intermembranraumproteine mit konservierten Cysteinsignaturen

verantwortlich zu sein.

3.1.4 Die Expression loslicher Intermembranraumproteine ist Ervl-unabhingig

Der Einfluss von Ervl auf die Biogenese 16slicher Intermembranraumproteine mit
konservierten Cysteinmotiven konnte gezeigt werden. Es blieb aber zu kldren, ob die
reduzierten Level einiger Proteine in der GALI0-Ervl-Mutante tatsdchlich auf ihren
ineffizienteren Import zuriickzufiihren waren. Bisher konnte nicht ausgeschlossen
werden, dass die Synthese dieser Proteine bereits betroffen ist. Um dies zu
unterscheiden, wurden aus Wildtyp- und Ervl-depletierten Zellen mitochondriale und
zytosolische Fraktionen isoliert sowie Gesamtzellextrakte hergestellt. Die Proben
wurden anschlieBend auf ein SDS-Gel aufgetragen, auf Nitrozellulose iibertragen und
gegen Cox17 und mehrere Kontrollproteine dekoriert.

In Abbildung 3.1.4A werden Gesamtzellextrake aus Wildtyp- und Ervl-
depletierten Zellen gezeigt. Die Dekoration gegen Ervl veranschaulicht die
unterschiedlich starke Expression in Wildtyp und Mutante. Die Kontrolle mit Acol
weist identische Mengen des Matrixproteins in beiden Stimmen nach und auch Cox17
liegt in vergleichbaren Mengen vor. Abbildung 3.1.4B zeigt Cox17 in der
mitochondrialen und zytosolischen Fraktion aus Wildtyp und Mutante. Im Wildtyp
beobachtet man die Akkumulation von Cox17 in den Mitochondrien, im Zytosol ist es
aber nicht detektierbar. Im Gegensatz dazu wird Cox17 in Ervl-depletierten Zellen im
Zytosol angereichert. Acol dient hier als Ladekontrolle fiir die mitochondriale und

Hexokinase fiir die zytosolische Fraktion. Dies bestitigt den Einfluss von Ervl direkt
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auf den Import von Cox17 in Mitochondrien und nicht auf einen vorausgehenden
Schritt in der Biogenese des Proteins. Weder die Synthese noch die Stabilitidt von

Cox17 werden durch Erv1-Depletion beeinflusst.

Mitochondrien

Cox17 -

—_— Zytosol
Ervl . Hexokinase g

Abb. 3.1.4, Ervl hat keinen Einfluss auf die Expression von Cox17

Wildtyp- (Wt) und GALI0-Ervl-Zellen (Ervl]) wurden bis zur log-Phase in YPD
angezogen. Die Zellen wurden geerntet und Gesamtzellextrakte (A), Mitochondrien
und Zytosol (B) wurden prépariert. Die Verteilung von Cox17 wurde durch
Immundekoration iiberpriift. Aconitase und Hexokinase dienten als Kontrolle fiir die
mitochondriale bzw. zytosolische Fraktion.

3.1.5 Die endogenen Ervl-Mengen beeinflussen die Sensitivitit gegeniiber DTT

in vivo und in vitro

Wie gezeigt, ist Ervl in den bisher uncharakterisierten Biogeneseprozess
bestimmter mitochondrialer Intermembranraumproteine involviert. Da dieser Prozess
offensichtlich von der Ausbildung von Disulfidbriicken abhingt (s. 3.1.1 und 3.1.2),
sollte untersucht werden, ob Ervl in vivo Sulthydryloxidaseaktivitit aufweist. Diese
Vermutung lag nahe, da sie in vitro bereits nachgewiesen werden konnte (Lee, 2000).
Hierfiir wurden die GALI0-Ervl-Mutante (GAL-Ervl) und der korrespondierende
Wildtyp auf Vollmedium (YP), das entweder 2% Glukose oder 2% Galaktose als
Kohlenstoffquelle enthielt, als diinner Zellrasen ausplattiert. Dies fiihrte in der Mutante
zu einer Depletion bzw. verstirkten Expression von Ervl. In der Mitte der Platten
wurden mit 3 M DTT getrénkte Filterpapiere platziert. So konnte sich ein DTT-Gradient
zwischen Plattenmitte und -rand ausbilden. Die Platten wurden einige Tage entweder

unter aeroben oder unter anaeroben Bedingungen bei 30°C inkubiert. Anaerobe
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Bedingungen wurden gewéhlt, um auch den Einfluss von Sauerstoff abschdtzen zu
konnen. AnschlieBend wurde die GroBe der Hofe gemessen, die sich um die
Filterpapiere herum gebildet hatten.

Abbildung 3.1.5.1A zeigt die Hofbildung unter aeroben Bedingungen. Der
Wildtyp weist eine gewisse Sensitivitit gegeniiber DTT auf, die auf Glukose-haltigem
Medium ebenso grof ist wie auf Galaktose-haltigem. Die Mutante dagegen zeigt auf
Glukose, wo die endogenen Ervl-Level depletiert sind, im Vergleich zum Wildtyp eine
erhohte Sensitivitdt gegeniiber DTT. Der Anstieg der endogenen Ervl-Mengen in der
Mutante durch Anzucht auf Galaktose hatte keine Wirkung auf die Sensitivitit
gegeniiber DTT. Allerdings konnte der Effekt auf die Hofbildung durch Depletion von
Ervl durch anaerobe Wachstumsbedingungen noch verstirkt werden (Abb. 3.1.5.1B).

Somit konnte die Oxidaseaktivitit von Ervl in vivo nachgewiesen werden. Sie
wirkt dem reduzierenden Einfluss von DTT auf das Zellwachstum entgegen.
Desweiteren scheint Sauerstoff in die Oxidation durch Ervl direkt oder indirekt
involviert zu sein, da unter aeroben Bedingungen die DTT-Sensitivitdt deutlich geringer
ist.

Da Ervl im Intermembranraum lokalisiert ist und dem reduzierenden Effekt von
DTT entgegenwirkt, konnte DTT auch den Import I6slicher Intermembranraumproteine
in Abhéngigkeit von Erv1 beeintridchtigen. Um diese Vermutung zu {iberpriifen, wurde
radioaktiv markiertes Tim13, Cox17 und Oxal-Vorlauferprotein in Wildtyp- und Erv1-
depletierte Mitochondrien importiert. Den Reaktionen wurden jeweils 0, 5, 10, 20 oder
50 mM DTT zugesetzt. Nicht importiertes Protein wurde durch Zugabe von Proteinase
K verdaut. Die Proben wurden mit SDS-PAGE, Western Blot und Autoradiographie
analysiert und quantifiziert.

Bei relativ geringen DTT-Konzentrationen wird die Importeffizienz fiir beide
Proteine in Wildtyp-Mitochondrien bereits herabgesetzt (Abb. 3.1.5.2A/B), wihrend der
Oxal-Import unverdndert ist (Abb. 3.1.5.2C). Hohe DTT-Mengen fiithren sogar zur
vollstindigen Inhibition ihres Imports. Die selben Bedingungen wurden fiir den Import
in Ervl-depletierte Mitochondrien gewéhlt. Hier reichten allerdings schon geringe
Mengen DTT aus, um den Import vollstindig zu inhibieren (Abb. 3.1.5.2A/B). Der
Oxal-Import war auch in diesen Mitochondrien unabhingig von der DTT-

Konzentration (Abb.3.1.5.2C).
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Abb. 3.1.5.1, Ervl-Depletion erhoht die Sensitivitiit gegeniiber DTT in vivo

A, Wildtyp- (Wt) und GALI0-Ervl-Zellen (GAL-Ervl) wurden bis zur log-Phase in
YPD oder YPGal angezogen. Die Kulturen wurden auf eine OD600 von 0,01
verdiinnt. Jeweils 100 pl wurden auf YPD- oder YPGal-Platten ausplattiert. Ein
Filterpapier wurde in der Mitte des Zellrasens platziert. Das Filterpapier wurde mit 10
pul 3 M DTT getrankt und die Platten fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert. Die Graphik
zeigt die HofgrofBe. Die Standardabweichungen wurden aus drei Platten pro Ansatz
berechnet.

B, Die DTT-Sensitivitit wurde so festgestellt wie oben beschrieben. Die Inkubation
der Platten erfolgte unter anaeroben Bedingungen.

Dies bestitigt, dass der Import von Tim13 und Cox17 von der Ausbildung von
Disulfidbriicken abhéngt. Desweiteren konnte die Abhidngigkeit der Disulfidbriicken-
bildung von Ervl nachgewiesen werden, da Ervl dem schidlichen Effekt von DTT
wéhrend des Imports entgegenwirkt. Dieser Mechanismus ist spezifisch fiir Proteine des
Intermembranraums, da der Oxal-Import weder in Wildtyp- noch in Ervl-depletierten
Mitochondrien durch DTT-Zugabe beeinflusst wurde.

Analog zu den Versuchen mit der GALI0-Ervl-Mutante wurden Import-

Experimente mit einer Temperatur-sensitiven Mutante durchgefiihrt, in der Ervl durch
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Abb. 3.1.5.2, Ervl-Depletion erhoht die Sensitivitit gegeniiber DTT in vitro

A-C, Cox17, Tim13 und Oxal wurden in Wildtyp- (Wt) und Ervl-depletierte (Ervl))
Mitochondrien bei verschiedenen DTT-Konzentrationen fiir 20 min bei 25°C
importiert. Nicht-importiertes Protein wurde mit Proteinase K verdaut. Die
Mitochondrien wurden gewaschen und anschlieBend mit SDS-PAGE, Western Blot
und Autoradiographie analysiert. Die Signale in jeder Spur wurden quantifiziert. Die
Importeffizienz ohne DTT wurde gleich 100% gesetzt.

D-E, Die Importexperimente wurden durchgefiihrt, wie unter A beschrieben. Die
Mitochondrien wurden dafiir aus der ervl-ts-Mutante und dem korrespondierenden
Wildtyp isoliert.
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Inkubation bei héheren Temperaturen inaktiviert wird. Diese ervi-ts-Mutante (Lange et
al., 2001; Lisowsky, 1992) wichst bei 25°C wie der Wildtyp, ist aber bei 37°C nicht
mehr lebensfahig. Die erv/-ts-Mutante und der Wildtyp wurden in Laktatmedium
zunichst bei 24°C angezogen. Nach der Umstellung auf 37°C fiir 16 h wurden
Mitochondrien isoliert. Tim13 und Cox17 wurden in diese Mitochondrien wieder unter
Zugabe verschiedener DTT-Konzentrationen importiert. Wihrend beide Proteine in
Wildtyp- und Ervl-depletierte Mitochondrien ohne DTT effizient importiert werden,
beeintrachtigt DTT-Zugabe den Import besonders in der Mutante (Abb. 3.1.5.2.D/E).
Hier wird erneut die Abhéngigkeit der Importeffizienz sowohl fiir Cox17 als auch

Tim13 von der DTT-Konzentration und der kurative Effekt von Erv1 deutlich.

3.1.6 Ervl-abhiingiger Import unter physiologischen Bedingungen

Bei dem in allen bisherigen Versuchen eingesetzten DTT handelt es sich um ein
sehr starkes und unphysiologisches Reduktionsmittel. In der eukaryotischen Zelle dient
dagegen Glutathion als Redoxpuffer, das in allen Kompartimenten in einem
spezifischen Gleichgewicht zwischen reduziertem (GSH) und oxidiertem (GSSG)
Glutathion vorliegt. Im Zytosol wurde eine GSH-Konzentration von ungefahr 13 mM
und eine GSSG-Konzentration von 0,17 mM bestimmt (QDstergaard et al., 2004). Das
Zytosol ist mit dem Intermembranraum der Mitochondrien {iber Porine verbunden, die
permeabel fiir niedermolekulare Substanzen wie Glutathion sind (Benz, 1994). Obwohl
die GSH-Konzentration des Intermembranraums bisher nicht bestimmt wurde, kann
man daher annehmen, dass sie in etwa der des Zytosols entspricht. Um die Rolle von
Ervl unter physiologischen Bedingungen zu analysieren, wurden Cox17- und Tim13-
Importexperimente in Wildtyp- und Ervl-depletierte Mitochondrien mit Glutathion
titriert. Zusdtzlich wurden die gleichen Importreaktionen unter sauerstoffreduzierter
Atmosphdre durchgefiihrt, da in der Zelle normalerweise ein wesentlich geringerer
Sauerstoffdruck vorherrscht als unter unseren Standardimportbedingungen. Als
Kontrolle dienten Su9-DHFR- und Oxal-Vorlduferproteine.

Abbildung 3.1.6A zeigt in der linken Graphik den Import von Cox17 in isolierte
Mitochondrien bei verschiedenen GSH-Konzentrationen unter Standardbedingungen.
Die mittlere und die rechte Graphik zeigen Cox17- bzw. Tim13-Importexperimente
unter mikroaeroben Bedingungen. Auch GSH vermindert in gleicher Weise wie DTT
bereits unter Standardbedingungen die Importeffizienz fiir Cox17 sowohl in Wildtyp-

als auch in Ervl-depletierte Mitochondrien. Die Depletion von Ervl1 fiihrt in diesem
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Abb. 3.1.6, Ervl-Depletion beeintrichtigt den Import unter physiologischen
Bedingungen

A, Cox17 und Timl3 wurden in Wildtyp- (Wt) und Ervl-depletierte (Ervl))
Mitochondrien in Gegenwart verschiedener GSH-Konzentrationen fiir 20 min bei 25°C
importiert. Nicht-importiertes Protein wurde mit Proteinase K verdaut. Die Proben
wurden wie in Abb. 3.1.4.2 beschrieben analysiert. Die Versuche zu der mittleren und
rechten Graphik wurden unter mikroaeroben Bedingungen durchgefiihrt. Die
gepunktete Linie zeigt die physiologische Glutathionkonzentration (Dstergaard, 2004)
an.

B, Die Su9(1-69)-DHFR- und Oxal-Vorlduferproteine wurden in Gegenwart
ansteigender DTT-Konzentrationen unter mikroaeroben Bedingungen in Wildtyp- und
Ervl-depletierte Mitochondrien importiert. Die Signale der Autoradiographie wurden
quantifiziert und die Probe ohne DTT wurde gleich 100% gesetzt.

C, Cox17 wurde fiir verschiedene Zeitspannen bei 15 mM GSH in Wildtyp- und Ervl-
depletierte Mitochondrien importiert wie unter A beschrieben und quantifiziert.

Experiment ebenfalls zu einer gesteigerten Sensitivitit des Imports gegeniiber dem
Reduktionsmittel. Aulerdem wird unter mikroaeroben Bedingungen die Wirkung von
GSH in Wildtyp- und besonders in Ervl-depletierten Mitochondrien verstiarkt. Mit der
gepunkteten Linie ist die physiologische GSH-Konzentration gekennzeichnet. Beim
Vergleich der Importeffizienz bei physiologischer GSH-Konzentration stellt man eine
erhohte Beeintrachtigung in den Ervl-depletierten Mitochondrien fest. Fiir die
Kontrollexperimente mit Su9-DHFR und Oxal konnte auch unter mikroaeroben

Bedingungen keine Abhédngigkeit von der Reduktionsmittelkonzentration oder Ervl
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festgestellt werden (Abb. 3.1.6B, vergl. 3.1.4). Eine Importkinetik mit Cox17 bei 15
mM GSH in Mitochondrien zeigte ebenfalls eine deutlich verminderte Importeffizienz,
wenn Ervl depletiert wurde (Abb. 3.1.6C).

Der Import von Cox17 und Timl3 ist demnach unter physiologischen
Bedingungen, d.h. mikroaerober Atmosphire und 13 mM GSH, in verstirktem Malle
abhingig von Ervl, das im Intermembranraum eine importkompetente Umgebung

schafft.

3.1.7 Die Mia40-Substrat-Interaktion ist abhéingig von Ervl

Wie bereits in Kapitel 3.1.1 gezeigt wurde, ist ein essentieller Schritt wihrend des
Imports  16slicher  Intermembranraumproteine  die  Bildung intermolekularer
Disulfidbriicken mit Mia40. Da weiterhin gezeigt wurde, dass Ervl wihrend des
Imports Reduktionsmitteln entgegenwirkt (Kapitel 3.1.4), blieb zu tiberpriifen, ob Ervl
notwendig fiir die Bildung eines Mia40-Substrat-Komplexes ist.

Um dies zu untersuchen, wurden isolierte Wildtyp- oder Ervl-depletierte
Mitochondrien mit oder ohne rekombinant exprimiertem und gereinigtem Cox17 20
min bei 25°C inkubiert. Nicht importiertes Cox17 wurde anschlieBend mit Proteinase K
verdaut. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE, Western Blot und Immundekoration
gegen Mia40 analysiert.

Abbildung 3.1.7 zeigt in den Spuren 2 bis 5 die Inkubation von Mitochondrien mit
oder ohne Cox17 unter Standardimportbedingungen. Mit dem Antikorper gegen Mia40
konnten sowohl Mia40 als auch der Komplex aus Mia40 und Cox17 detektiert werden.
In Spur 2 wurde der Import in Wildtyp-Mitochondrien aufgetragen. Man findet hier
ungefahr 50% des gesamten Mia40 im Komplex mit Cox17. Dieser Komplex wird nicht
in Wildtyp-Mitochondrien gebildet, wenn kein Cox17 zugesetzt wird (Spur 3). In Ervl-
depletierten Mitochondrien entsteht dieser Komplex nach Inkubation mit Cox17 zwar,
aber in wesentlich geringerem Ausmal} im Verhéltnis zu der Gesamtmenge von Mia40
(Spur 4). Mit diesem Experiment konnte somit gezeigt werden, dass die Bildung des
Komplexes aus Mia40 und seinem Substrat tatsédchlich von Erv1 abhéngig ist.

Allerdings stellte sich die Frage, ob dieser Komplex auch entsteht, wenn wéhrend
des Imports physiologische GSH-Konzentrationen vorliegen. Daher wurden zu einer
Importreaktion von Cox17 in Wildtyp-Mitochondrien 15 mM GSH zugesetzt (Spur 1).
Die Probe wurde wie oben beschrieben analysiert. Trotz Zugabe des Reduktionsmittels

fand die Bildung des Mia40-Cox17-Komplexes genauso effizient wie unter
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Standardbedingungen statt (vergl. Spur 2). Dies zeigt, dass physiologische GSH-
Konzentrationen die Ausbildung der intermolekularen Disulfid-briicken nicht

inhibieren.
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Abb. 3.1.7, Der Mia40-Substrat-Komplex ist abhingig von Ervl und wird auch
unter physiologischen Bedingungen gebildet

Mitochondrien aus Wildtyp- (Wt) und Ervl-depletierten (Ervl]) Zellen wurden mit 5
pug rekombinantem Cox17 fiir 10 min inkubiert. Spur 1 zeigt die Probe mit zusitzlich
15 mM GSH. Nicht-importiertes Protein wurde mit Proteinase K verdaut. Mia40 und
der Mia40-Substrat-Komplex wurden mit Mia40-Antikorper detektiert.

3.1.8 Der Redoxzustand von Mia40 ist entscheidend fiir den Import von Cox17
und Tim13

Es sollte untersucht werden, in welchem Schritt DTT den Import 16slicher
Intermembranraumproteine negativ beeinflusst. Da es sich bei Mia40 um ein Protein
mit sechs hochkonservierten Cysteinresten handelt (Chacinska et al., 2004, Nao¢ et al.,
2004, Terziyska et al., 2005), konnten intermolekulare Disulfidbriicken verantwortlich
fiir die Funktion des Proteins sein. Deswegen sollte untersucht werden, ob der Import
von 16slichen Intermembranraumproteinen vom Redoxstatus von Mia40 abhédngt. Mia40
bildet in vivo mindestens eine Disulfidbriicke aus, deren Oxidationszustand durch eine
Verianderung des Laufverhaltens in der SDS-PAGE nachweisbar ist. In reduziertem
Zustand lauft das Protein im Gel ein wenig oberhalb der oxidierten Form (Mesecke et
al., 2005). Dies ist vermutlich auf die scheinbar lingere Kette des reduzierten Proteins
zuriickzufiihren.

Im folgenden Experiment wurden Wildtyp-Mitochondrien vor der Inkubation mit
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radioaktiv markiertem Cox17 oder Tim13 mit 10 mM DTT, 50 mM N-Ethylmaleimid
(NEM) in 100 mM Tris/HCl pH 8,0 oder beiden Substanzen behandelt. DTT sollte
Disulfidbriicken in Mia40 reduzieren. NEM kann reduzierte Thiolgruppen irreversibel
modifizieren, so dass diese nicht mehr oxidiert werden kénnen. Nach 10 min wurden
die Mitochondrien gewaschen und mit Substratprotein inkubiert. Nicht importiertes
Protein wurde durch Zugabe von Proteinase K verdaut. Die Mitochondrien wurden
erneut gewaschen, pelletiert und in nicht-reduzierendem Laemmli-Puffer aufgenommen.
Die Halfte jeder Probe wurde mit SDS-PAGE, Western Blot und Immundekoration auf
den Redoxzustand von Mia40 untersucht. Zu der anderen Hilfte wurde -
Mercaptoethanol zugegeben, um das Laufverhalten der kleinen Substratproteine zu

verbessern. Nach SDS-PAGE und Western Blot wurden sie mittels Autoradiographie

visualisiert.
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Abb. 3.1.8, Der Import von Cox17 und Tim13 korreliert mit dem Redoxzustand
von Mia40

Eine Mitochondriensuspension wurde in vier Teile geteilt. Zwei Teile wurden 10 min
ohne und zwei Teile mit 10 mM DTT inkubiert um Mia40 zu reduzieren. Jeweils eine
Probe wurde mit 50 mM NEM versetzt. Nach 10 min wurden die Mitochondrien
pelletiert, in Importpuffer resuspendiert und jede Probe wurde halbiert. Die Hélften
wurden entweder mit rekombinantem radioaktiv markiertem Cox17 oder Timl3
inkubiert. Nicht-importiertes Protein wurde durch Proteinase K verdaut. Die
Mitochondrien wurden gewaschen und in nicht-reduzierendem Laemmli-Puffer
aufgenommen. Die Hiélfte der Probe wurde direkt auf ein SDS-Gel geladen, auf
Nitrozellulose transferiert und gegen Mia40 dekoriert, um den Redoxstatus zu
bestimmen. Die andere Hilfte wurde mit B-Mercaptoethanol versetzt, durch SDS-
PAGE aufgetrennt und autoradiographiert.
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Dieser Versuch zeigt fiir den Cox17- und TimI3-Import das gleiche Ergebnis
(Abb. 3.1.8). Nach Inkubation der Mitochondrien mit NEM lduft Mia40 im Gel auf der
gleichen Hohe wie in der Kontrollspur. Das gleiche Verhalten zeigt sich auch nach der
Inkubation mit DTT. Nur nach Zugabe von DTT in der Anwesenheit von NEM l4uft
Mia40 ein wenig hoher. Das bedeutet zunichst, Mia40 muss in vivo in der oxidierten
Form vorliegen, da NEM reduzierte Thiolgruppen modifizieren, somit fixieren und
Mia40 hoher laufen wiirde (Terziyska et al., 2005). Uberraschenderweise liuft das mit
DTT vorbehandelte Mia40 im Gel auch auf Hohe der oxidierten Form. Das ist
wahrscheinlich auf die Reoxidation des Proteins wahrend der Waschschritte
zuriickzufiihren. Bestétigt wird dies durch die Probe, in der Mitochondrien sowohl mit
DTT als auch mit NEM inkubiert wurden. Hier konnte Mia40 in der reduzierten Form
durch NEM fixiert werden. Interessanterweise korreliert der Redoxzustand von Mia40
mit der Importeffizienz der Substratproteine. In den Mitochondrien, in denen Mia40

reduziert vorliegt, ist der Import von Cox17 und Tim13 stark vermindert.
3.1.9 Der Import von Cox17 iiberfiihrt Mia40 in die reduzierte Konformation

In Kapitel 3.1.1 wurde die Ausbildung intermolekularer Disulfidbriicken zwischen
Mia40 und Cox17 beschrieben. Da dieser Komplex aber nicht permanent vorliegen
kann, miissen Elektronen beim Losen der Disulfidbricke auf einen der
Interaktionspartner iibertragen werden. Es stellt sich nun die Frage, welcher der Partner
oxidiert und welcher reduziert wird.

Um dies aufzukléren, sollte der Redoxzustand von Mia40 nach der Importreaktion
betrachtet werden. Das Substratprotein muss fiir den Import reduziert vorliegen (Lutz et
al., 2003), Reduktionsmitte]l mussten im Puffer aber vermieden werden, um die
mogliche Reduktion von Mia40 direkt auf den Kontakt mit dem Substratprotein
zuriickfiihren zu kénnen. Darum wurde Cox17 in Gegenwart von 200 uM Zinkacetat
exprimiert und aufgereinigt. Dies sollte bewirken, dass die konservierten Cysteinreste in
Cox17 Zinkionen komplexieren statt Disulfidbriicken auszubilden. 10 ng rekombinant
exprimiertes und gereinigtes Cox17(Zn*") wurden mit Wildtyp- und Ervl-depletierten
Mitochondrien oder Mitoplasten inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit NEM
behandelt, um reduzierte Thiolgruppen abzufangen. Die Proben wurden durch nicht-
reduzierende SDS-PAGE aufgetrennt und mit Antikdrper gegen Mia40 dekoriert.

Abbildung 3.1.9 zeigt die verschiedenen Redoxzustinde von Mia40 mit und ohne

Zugabe von Substratprotein. Ein Teil der Proben wurde mit Cox17 inkubiert. Die
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iibrigen Proben wurden nur mit dem Puffer versetzt, in dem Cox17 im letzten
Aufreinigungsschritt aufgenommen wurde. Unabhingig von der Art der Mitochondrien
oder Mitoplasten ist die reduzierende Wirkung von Cox17 auf Mia40 zu beobachten,
das zuvor zu einem groBen Teil oxidiert vorlag. Das bedeutet, die Elektronen werden
nach der Interaktion auf Mia40 iibertragen und das Substrat liegt nach dem Import

oxidiert im Intermembranraum vor.

Mitochondrien Mitoplasten Kontrolle
[ I 1l ]

Wildtyp Ervly Wildtyp Erviy

Cox17:|+ _ ||+ -y Ty =1 = DIT
reduziert\_
Mia40 /——-—-—-—-———-—-
oxidiert

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 3.1.9, Cox17-Import in den Intermembranraum reduziert Mia40
Rekombinantes Cox17 wurde in Gegenwart von 200 uM Zinkacetat exprimiert, um
durch Komplexierung des Metallions die Oxidation zu vermeiden. Nach der
Aufreinigung wurden 10 pg Cox17(Zn*") (Spuren mit + gekennzeichnet) mit isolierten
Mitochondrien (Spur 1-4, 9 und 10) oder Mitoplasten (Spur 5-8) aus Wildtyp- (Spuren
1, 2, 5, 6, 9 und 10) und Ervl-depletierten Zellen (Spuren 3, 4, 7 und 8) 10 min
inkubiert. Reduzierte Thiolgruppen wurden mit 50 mM NEM modifiziert. Die
Mitochondrien wurden gewaschen, mit SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose
transferiert. Mit Mia40-Antikoérper wurde die reduzierte und oxidierte Form detektiert.
Spuren 9 und 10 veranschaulichen das Laufverhalten der verschiedenen Mia40-
Redoxformen.

3.1.10 Mia40 wird durch Ervl oxidiert

In Kapitel 3.1.8 konnte nachgewiesen werden, dass eine intramolekulare
Disulfidbriicke in Mia40 fiir den Import notwendig ist. Da aber der Import von
reduziertem Cox17 zur Reduktion von Mia40 fiihrt (s. 3.1.9), ist ein anschlieBender
Oxidationsschritt notwendig. Wie bereits gezeigt, befindet sich die Sulfhydryloxidase
Ervl im Intermembranraum von Mitochondrien (Lange et al., 2001), die unter
physiologischen Bedingungen eine essentielle Rolle beim Importprozess Mia40-
abhingiger Intermembranraumproteine spielt. Daher bleibt zu iiberpriifen, ob Ervl die
fiir den Import notwendige Reoxidation von Mia40 katalysiert.

Hierfiir wurden Mitochondrien isoliert, in denen Ervl entweder depletiert oder
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iberexprimiert wurde. Als Kontrolle dienten Mitochondrien aus dem
korrespondierenden Wildtypstamm, der unter identischen Bedingungen angezogen
wurde. Die verschiedenen Mitochondrien wurden mit GSH-Konzentrationen zwischen 0
und 25 mM inkubiert und anschlieBend mit lodacetamid alkyliert, um reduzierte Thiole
zu modifizieren. Die Proben wurden in nicht-reduzierendem Laemmli-Puffer
aufgenommen, durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert
und mit Antikdrpern gegen Mia40 dekoriert. Sowohl die reduzierte als auch die
oxidierte Form war detektierbar (Abb. 3.1.10). Die Graphiken zeigen die

Quantifizierung der relativen Mengen der oxidierten Form.

A GSH [mM] B GSH [mM]
0 10 15 20 25 Mia40 0 10 15 20 25 Mia40
Jred_ 2 _/red.
- -y - - W —
Wt \oxid. Wins \oxid.
B e e Ervi1 ®
T —
Ervil Noxid. rv A oxid.
Glukose Galaktose
m Wt B Wt
2 1001 O Ervid 2 100+ O Ervi?
9= 2
<
g .."C_J 751 % E; 751
= @ E
E‘: 2 50 g 2 501
T o T o
5@ 257 5§ 257
£ o £ o S
0 10 15 20 25 0 10 15 20 25
GSH [mM] GSH [mM]

Abb. 3.1.10, Mia40 wird durch Erv1 oxidiert

Mitochondrien wurden aus Wildtyp- (Wt) und GAL10-Erv1-Zellen (Ervl)), die zuvor
in Laktatmedium mit 0,1% Glukose (A) oder 0,1% Galaktose (B) kultiviert wurden,
isoliert und in Gegenwart verschiedener GSH-Konzentrationen inkubiert. Freie
Thiolgruppen wurden mit lodacetamid modifiziert. Die Proben wurden analysiert wie
in Abb. 3.1.8 beschrieben und quantifiziert. Die Menge des oxidierten Mia40 wurde im
Verhiltnis zur Gesamtmenge in den Graphiken dargestellt.

Die Zugabe von GSH soll mit hoherer Konzentration immer mehr Mia40 in die
reduzierte Form iiberfithren. Dies trifft sowohl in Wildtyp- als auch Ervl-depletierten
Mitochondrien zu. Abbildung 3.1.10A zeigt, je hoher die GSH-Konzentration ist, desto

mehr reduziertes Mia40 liegt vor. Dabei ist der Mia40-Redoxzustand nicht nur von der
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GSH-Konzentration abhingig, sondern auch von Ervl: bereits ohne GSH-Zugabe findet
man in Wildtyp-Mitochondrien deutlich mehr Mia40 in der oxidieren Form als in Erv1-
depletierten Mitochondrien. Auflerdem verschiebt sich bei Ervl-Depletion das
Gleichgewicht mit steigender GSH-Konzentration zur reduzierten Form viel eher als im
Wildtyp. Abbildung 3.1.10B zeigt das gleiche Experiment mit Ervl-
liberexprimierenden Mitochondrien und dem zugehdrigen Wildtyp. Im Wildtyp
beobachtet man wieder, dass Mia40 mit Steigerung der GSH-Konzentration in die
reduzierte Form iiberfiihrt wird. In Mitochondrien mit {iberexprimiertem Ervl dagegen
kann Mia40 nicht einmal mit 25 mM GSH reduziert werden.

Damit wird zuniachst wieder die oxidierende Funktion von Ervl bestétigt, die
bereits in Kapitel 3.1.4 und 3.1.6 beschrieben wurde. Durch Regulation der Ervl-
Mengen in Mitochondrien konnte eine Abhdngigkeit des Mia40-Redoxstatus von Erv1
festgestellt werden. Das bedeutet, Mia40 enthélt zumindest ein Cysteinpaar, das durch

Ervl oxidiert werden kann.

3.2 Die Rolle von Hotl3 beim Import loslicher Intermembranraum-

proteine

3.2.1 Hotl3 hat keinen Einfluss auf die endogenen Level von

Intermembranraumproteinen mit konservierten Cysteinmotiven

Hotl3 ist ein mitochondriales Intermembranraumprotein, dessen Funktion fiir die
Lebensfahigkeit von Hefezellen nicht essentiell ist. Hot13 steht fiir Helper of Tims mit
einer Grofe von 13 kDa. Das Protein wurde von Koehler und Kollegen identifiziert und
teilweise charakterisiert. Deletionsmutanten zeigten erhohte Sensitivitit gegeniiber dem
Oxidationsmittel t-Butylhydroperoxid, Beeintrachtigung der Assemblierung des TIM10-
Komplexes und des Imports seiner Untereinheiten (Curran et al., 2004).

Diese Befunde lieBen die Beteiligung von Hotl3 am Mia40-Erv1-abhdngigen
Importprozess vermuten. Um dies detailierter zu untersuchen, sollten die endogenen
Level der Proteine analysiert werden, die diesen Import katalysieren oder von ihm
abhingig sind. Dafiir wurde zunéchst eine HOT13-Deletionsmutante konstruiert. Diese
Mutante trigt eine KanMX6-Kassette anstelle des HOT13-Gens und ist lebensfdhig. Die
Insertion der Deletionskassette wurde durch PCR {iiberpriift, da kein Antikdrper gegen

Hotl3 zur Verfiigung stand. Aus der Deletionsmutante und dem korrespondierenden
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Wildtyp wurden Mitochondrien isoliert. Die Mitochondrien wurden in nicht-
reduzierendem Laemmli-Puffer aufgenommen und die Proteine durch SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die
Membran wurde mit Antikorpern gegen Fumarase, Mia40, Ervl, Tim13, Cox17 und

Sodl dekoriert.

Fumarase | s

Mia40 SR
Ervi [ —

Tim13 — —

Cox17 ‘.1
soor

Abb. 3.2.1, Die endogenen Level redoxabhingiger Intermembranraumproteine
sind in Ahotl3-Zellen unverindert

Mitochondrien wurden aus Wildtyp- und Ahotl3-Zellen isoliert und in nicht-
reduzierendem Laemmli-Puffer aufgenommen. Anschliefend wurden sie iiber SDS-
PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran
iibertragen. Die Membran wurde dann mit Antikérpern gegen Fumarase als
Ladekontrolle, Mia40, Ervl, Tim13, Cox17 und Sodl dekoriert.

In Abbildung 3.2.1 ist das Ergebnis dargestellt. Fumarase, ein mitochondriales
Matrixprotein, diente als Ladekontrolle. Mia40 lduft im nicht-reduzierenden Gel als
Doppelbande, die in beiden Stammen mit gleicher Intensitdt nachweisbar ist und auch
das Verhiltnis von der oxidierten (untere Bande) zur reduzierten Form (obere Bande) ist
nahezu identisch. Ebenso wurde Ervl als zweite essentielle Komponente des Mia40-
Ervl- abhingigen Importweges in gleichen Mengen vorgefunden. Im Gegensatz zu den
Befunden von Carla Koéhlers Arbeitsgruppe konnten wir bei Tim13 keinen Unterschied
feststellen. Auch Cox17 und Sodl als Substrate von Mia40 und Ervl zeigten keine

verdnderten endogenen Level in der Ahotl3-Mutante.
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3.2.2 Die Toleranz gegeniiber reduzierenden oder oxidierende Substanz ist

unabhingig von Hot13

Wie bereits in Kapitel 3.1.5 beschrieben wurde, fiihrt die Depletion von Ervl zu
verstiarkter Sensitivitit der Zellen gegeniiber DTT wihrend des Wachstums. Da fiir die
Ahotl3-Mutante berichtet wurde, dass sie besonders empfindlich gegeniiber t-
Butylhydroperoxid ist (Curran et al., 2004), wollten wir ithr Wachstum im Vergleich
zum Wildtyp unter Zugabe reduzierender und oxidierender Substanzen beobachten.

Dafiir wurden die Ahotl3-Mutante, ihr korrespondierender Wildtyp und die
GAL10-Ervl-Mutante auf Glukose-haltigem Medium angezogen. Die Uber-Nacht-
Kultur wurde morgens verdiinnt und die Zellen wurden weiter bis zu einer ODgyy von
0,6 kultiviert. AnschlieBend wurden die Kulturen auf eine ODgop von 0,01 eingestellt
und 100 pl auf YPD ausplattiert. In der Mitte der Platten wurde ein Filterpapier
platziert, das mit dem Reduktionsmittel DTT oder den Oxidationsmitteln Diamid oder
H,0; getrankt wurde. Diese Platten wurden dann fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert und

die HofgroBe um das Filterpapier wurde fotographisch dokumentiert.

Wildtyp Ahot13 Erviv

Abb. 3.2.2, Hot13 hat keinen Einfluss auf die Sensitivitiit gegeniiber Oxidations-
oder Reduktionsmitteln

Wildtyp-, Ahoti3- und GALI0-Ervl-Zellen wurden bis zur log-Phase in YPD
angezogen. Die Kulturen wurden auf eine ODgpp von 0,01 verdiinnt. Jeweils 100 pl
wurden auf YPD ausplattiert. Ein Filterpapier wurde in der Mitte des Zellrasens
platziert. Das Filterpapier wurde mit 10 pl 3 M DTT, 12 ul 0,5 M Diamid oder 10 pl
9,8 M H,0O, getriankt. Die Platten wurden fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert und das
Wachstum fotographisch dokumentiert.
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Die Applikation von DTT fiihrte zur Bildung von Wachstumshofen sowohl beim
Wildtyp, als auch bei der Ahotl3- und der GALI0-Ervl-Mutante. Die Hofe zeigen bei
Wildtyp und Ahotl3-Mutante die gleiche GroBe wihrend er bei der GALI0-Ervl-
Mutante deutlich grofler ist (Abb. 3.2.2). Dies ist, wie bereits in Kapitel 3.1.5 erldutert
wurde, auf die Oxidasefunktion von Ervl zuriickzufiihren. Offensichtlich besitzt Hot13
diese Funktion nicht, da seine Deletion nicht in hoherer Sensitivitit gegeniiber DTT
resultiert. Ebenso fiihrte Diamid zur Hofbildung, die aber bei allen drei Stimmen
identisch war (Abb. 3.2.2). Da zuvor die erhohte Sensitivitdt der Ahotl3-Mutante
gegeniiber dem Oxidationsmittel t-Butylhydroperoxid beschrieben wurde (Curran et al.,
2004), wurde vermutet, dass Hotl3 Reduktaseaktivitit besitzt. Dies konnte nicht
bestitigt werden, da die Deletion von Hotl3 die Sensitivitidt gegeniiber Diamid nicht
steigert. Die Inkubation mit H,O, zeigt ebenso wie mit Diamid keinen Unterschied
zwischen den drei Stdmmen. Der Hof ist hier insgesamt grofer, da eine hohere
Konzentration des Oxidationsmittels eingesetzt wurde (Abb. 3.2.2). Hot13 scheint daher
nicht im Allgemeinen als Reduktase zu fungieren, sondern speziell auf t-

Butylhydroperoxid zu reagieren.

3.2.3 Hotl13 beeinflusst den Redoxzustand von Mia40

Wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, konnte kein Einfluss von Hotl3 auf die
endogenen Mia40-Level festgestellt werden. Da es sich bei Hotl3 nicht um ein
essentielles Protein handelt, konnte ein mdglicher Effekt auf Mia40 durchaus schwicher
sein als der von Ervl. Um die Relevanz von Hotl3 genauer bestimmen zu konnen,
sollte Mia40 bei verschiedenen GSH-Konzentrationen in Wildtyp und Ahotl3-Mutante
betrachtet werden.

Zunichst wurden Mitochondrien aus der Ahot/3-Mutante und dem
korrespondierenden Wildtyp isoliert. Die Mitochondrien beider Stimme wurden fiir den
Versuch 1:10 in SH-Puffer verdiinnt, anschlieBend mit 0, 7,5, 15, 22,5 oder 30 mM
GSH versetzt und fiir 10 min bei 25°C inkubiert. Durch Zugabe von 50 mM NEM in
200 mM Tris/HCI pH 8,0 wurden freie Thiolgruppen irreversibel modifiziert, um eine
spétere Oxidation von Mia40 zu verhindern. Die Mitochondrien wurden gewaschen und
in nicht-reduzierendem Probenpuffer aufgenommen, um die oxidierte Form von Mia40
von der reduzierten unterscheiden zu koénnen. Alternativ wurden diesem Versuch
wihrend der Inkubation mit GSH 25 mM EDTA und 10 mM o-Phenanthrolin zugesetzt.

Mittels SDS-PAGE wurden die Proben aufgetrennt und durch Western Blot auf eine
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Nitrozellulosemembran transferiert. Durch Immundekoration mit Antikérpern gegen

Mia40 konnte sowohl oxidiertes als auch reduziertes Mia40 detektiert werden.

A - EDTA/o-Phe
Wildtyp Ahot13

[ | |
0 7,5 15 225 30 0 75 15 225 30 GSH [mM]

reduziert

Mia40 S S —— N R R L ———
oxidiert

B + EDTA/0o-Phe
Wildtyp Ahot13

| [ |
0 7.5 15 225 30 0 75 15 225 30 GSH [mM]

reduziert

. N
Miad0 P T g——— e N
oxidiert

Abb. 3.2.3, Hot13 beeinflusst den Redoxzustand von Mia40 unter reduzierenden
Bedingungen

A, Mitochondrien aus Wildtyp oder der Ahotl3-Mutante wurden mit 0, 7,5, 15, 22,5
oder 30 mM GSH 10 min bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit 50 mM
NEM versetzt, um freie Thiolgruppen zu modifizieren. Die Proben wurden in nicht-
reduzierender SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran transferiert.
Durch Immundekoration mit Mia40-Antikorpern konnte die reduzierte und die
oxidierte Form detektiert werden.

B, Mitochondrien wurden wie unter A beschrieben, aber in Gegenwart von 25 mM
EDTA und 10 mM o-Phenanthrolin inkubiert.

Abbildung 3.2.3 zeigt den Redoxzustand von Mia40 in Wildtyp- und Ahotl3-
Mitochondrien bei verschiedenen GSH-Konzentrationen mit und ohne Zugabe von
Chelatoren. Ohne EDTA und o-Phenanthrolin (Abb. 3.2.3A) ist Mia40 ohne Zugabe
von GSH nahezu vollstindig oxidiert. Im Wildtyp liegt bei bis zu einer physiologischen
GSH-Konzentration von 15 mM auch der GroBteil von Mia40 in der oxidierten
Konformation vor, die im Gel etwas schneller lduft als die reduzierte Form. Ab 22,5
mM GSH liegen reduzierte und oxidierte Form im Verhiltnis 1:1 vor. Im Gegensatz
dazu wird in der Ahotl3-Mutante bereits ab 7,5 mM GSH Mia40 vollstindig in die
reduzierte Form iberfiihrt. Ein #hnliches Verhalten konnten wir in den Ervl-
depletierten Mitochondrien feststellen (s. Abb.3.1.10). Allerdings war in dem Fall der
Phanotyp deutlich stirker ausgeprigt als in der Ahotl3-Mutante. In Ervl-depletierten
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Mitochondrien liegt Mia40 bereits ohne Zugabe von Reduktionsmitteln zu 50% in der
reduzierten Form vor, wihrend in Mitochondrien der Ahotl3-Mutante die Applikation
von GSH notwendig ist. Wenn der Versuch in Gegenwart von Chelatoren durchgefiihrt
wurde, beobachtete man im Wildtyp keine Verdnderung des Mia40 Redoxstatus. In den
Ahotl3-Mitochondrien dagegen fiihrte die Zugabe von Chelatoren zu einer
Komplementierung des zuvor beobachteten Phanotyps. Das spricht fiir eine Metallionen

koordinierende Funktion von Hot13.

3.2.4 Der Tim13-Import ist in Ahotl13-Mitochondrien nicht beeintrichtigt

Die Oxidation von Mia40 ist notwendig fiir den Import 16slicher Intermembran-
raumproteine  mit  konservierten Cysteinmotiven. Auf Ebene endogener
Substratproteinmengen konnte aber kein Unterschied zwischen der Deletionsmutante
und dem korrespondierenden Wildtyp festgestellt werden (vergl. Kapitel 3.2.1). Daher
wollten wir untersuchen, ob die Importkinetik in der Ahot]3-Mutante beeintrachtigt ist.

Mitochondrien der Ahotl3-Mutante und des korrespondierenden Wildtyps wurden
mit radioaktiv markiertem Timl3 0,5, 2, 5 oder 10 min bei 25°C inkubiert. Nicht-
importiertes Protein wurde durch Zugabe von Proteinase K wihrend der Inkubation fiir
30 min auf Eis verdaut. Nach Inhibition der Protease durch PMSF wurden die
Mitochondrien gewaschen, reisoliert, in B-Mercaptoethanol-haltigem Laemmli-Puffer
aufgenommen und durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden auf
Nitrozellulosemembran transferiert und autoradiographiert.

Abbildung 3.2.4 stellt den Import von radioaktiv markiertem Tim13 in Wildtyp-
und Ahotl3-Mitochondrien unter Standardbedingungen dar. Die Graphik darunter zeigt
die Quantifizierung der Timl3-Signale in den einzelnen Spuren fiir Wildtyp und
Mutante im Vergleich. Die Deletion von HOTI3 fiihrt nicht zur Verminderung der
absoluten Importeffizienz. Aulerdem kann man dem Verlauf des Imports folgen und
auch hier keine Verzogerung feststellen. Das bedeutet, unter Standardbedingungen hat
die Deletion von Hotl3 keine Auswirkung auf den Import von Timl3. Allerdings
erlaubt dieses Experiment keine Aussage iliber die Assemblierung des importierten

Proteins in seinen hexameren Komplex.
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Abb. 3.2.4, Tim13-Import in unabhingig von Hot13

Radioaktiv markiertes Tim13 wurde in Wildtyp- und Ahotl3-Mitochondrien fiir 0,5, 2,
5, und 10 min bei 25°C importiert. Nicht-importiertes Protein wurde mit Proteinase K
verdaut. Die Mitochondrien wurden gewaschen und anschlieBend durch SDS-PAGE,
Western Blot und Autoradiographie analysiert. Die Signalintensitdt in jeder Spur
wurde quantifiziert und in einem Diagramm gegen die Dauer der Importreaktion
aufgetragen.

3.3 Charakterisierung zweier neuartiger Glutaredoxine des

sekretorischen Transportweges

3.3.1 Identifizierung zweier uncharakterisierter Gene putativer Glutaredoxine

In den Kapiteln 3.1 und 3.2 konnte die essentielle physiologische Bedeutung von
Thiolgruppen fiir biologische Prozesse gezeigt werden. Die Oxidation von
Cysteinresten und somit die Ausbildung von Disulfidbriicken ist ein grundlegender
Schritt im Importprozess 16slicher mitochondrialer Intermembranraumproteine mit
konservierten Cysteinmotiven. Andere Studien zeigen die Beteiligung von Metallionen

wie Zn*" oder Cu™" am Import in den Intermembranraum (Lutz ef al., 2003). Zur
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Koordinierung der Metallionen miissen Cysteinreste reduziert vorliegen. Die Daten, die
wir aus unseren Experimenten zur Aufklirung dieses Importmechanismus erhalten
haben, legen nahe, dass das importierte Substratprotein nach der Interaktion mit Mia40

oxidiert vorliegt (vergl. 3.1.9). Daher stellt sich die Frage, ob zumindest einige

e (C) (C) Glutaredoxin  gliCEN € o4 Zytosol

(C) Glutaredoxin

“ Grx2 Mitochondrien
143 Zytosol

(C) Glutaredoxin

Vv
(C)(S) Glutaredoxin Grx3 Nukleus
Zytosol
S) ] Grx4
) Glutaredoxin Nukleus
(S) Glutaredoxin Grx5 Mitochondrien

O/ Glutaredoxin Grx6 (YDLO10w)

(C)(S) Glutaredoxin Grx7 (YBR014c)

Abb. 3.3.1, Schematische Darstellung homologer Proteine zu Grxl aus S.
cerevisiae

Die konservierte Glutaredoxindoméne ist als schwarzes Rechteck dargestellt. Die
konservierten Cystein- und Serinreste sind gekennzeichnet. Die angegeben Nummern
beziehen sich auf ihre Position in der Aminosduresequenz. Hydrophobe Sequenzen
sind als schraffierte Rechtecke dargestellt und geladene Reste N-terminal der
hydrophoben Bereiche mit Plus- und Minuszeichen markiert. MSS bezeichnet das
mitochondriale Sortierungssignal von Grx5 und MPP die Schnittstelle, an der das
Protein durch die mitochondriale prozessierende Peptidase geschnitten wird. Die
intrazelluldre Lokalisation der Proteine ist an der rechten Seite angegeben.

der Substrate des Mia40-Ervl-Importweges nach der Oxidation durch Mia40 erneut
reduziert werden, um Metallionen zu komplexieren. Fiir diesen Schritt wiirde eine
Reduktase bendtigt, die im Intermembranraum lokalisiert ist oder zumindest die
katalytische Doméne dorthin exponiert. Mdgliche Kandidaten sind Glutaredoxine, die
mit Hilfe von Glutathion ihre Substrate reduzieren und ubiquitir in der Zelle
vorkommen. Eine Suche wurde mit Grx1 mit Hilfe des BLAST-Programms der SGD-
Datenbank gegen das Genom von S. cerevisiae durchgefiihrt. Dabei konnten neben den

bekannten Glutaredoxinen aus Hefe Grx1-5 die beiden uncharakterisierten offenen
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Leserahmen (OLR) YDLO10w und YBROl4c identifiziert werden. Sie kodieren
putative Monothiolglutaredoxine, umfassen jeweils 231 bzw. 203 Aminosduren und
zeigen eine hohe Sequenzidentitit von 45% zueinander. Die Identitit zu anderen
Glutaredoxinen liegt aber nur zwischen 14 und 21%. Im Folgenden werden die beiden
Genprodukte als Grx6 (YDLO10w) und Grx7 (YBROI14c) bezeichnet. Wie fiir
Monothiolglutaredoxine typisch, befindet sich im aktiven Zentrum nicht das klassische
CXXC-, sondern ein modifiziertes CXXS-Motiv. Interessanterweise entsprechen beide
Proteinsequenzen am N-Terminus den typischen Eigenschaften von Sortierungssignale,
die von dem Vorhersageprogramm fiir subzelluldre Lokalisation TargetP (Emanuelson
et al., 2007) mit Wahrscheinlichkeiten von 0,938 fiir Grx6 und 0,875 fiir Grx7 bestdtigt
wurden. Es blieb nun zu kliren in welche Kompartimente die beiden Proteine

transportiert werden.

3.3.2 Grx6 und Grx7 sind im cis-Golgi-Apparat lokalisiert

Um die subzelluldre Lokalisation beider putativen Genprodukte experimentell zu
untersuchen, konstruierten wir zwei Hefestimme, in denen jeweils einer der beiden
OLRs um drei Hé&magglutinin(HA)-Epitope erweitert wurde. Mit Hilfe eines
Immunfluoreszenzexperiments sollte dann die Lokalisation analysiert werden. Das
folgende Experiment wurde in Zusammenarbeit mit Anne Spang durchgefiihrt und war
richtungsweisend fiir das weitere Vorgehen bei der Bearbeitung dieses Projektes.

Beide Stimme wurden bis zur frithen log-Phase in YPD angezogen. Nachdem die
Zellen mit 5% Formaldehyd fixiert und mit Zymolyase sphéiroplastiert waren, wurden
sie mit a-HA-7-Antikorpern (Sigma) und a-GFP-Antikorpern (Torrey Pines) inkubiert.
Cy3-und FITC-gekoppelte sekundédre Antikorper wurden zur Visualisierung benutzt
(Chiang und Schekman, 1991).

Abbildung 3.3.2 zeigt in den beiden linken Aufnahmen die auf Grx6 bzw. Grx7
zuriickgehende rote Fluoreszenz. Daraus kann man direkt schlieBen, dass es sich bei
Grx6 und Grx7 um tatsdchlich exprimierte Proteine handelt. Beide Proteine erzeugen
ein punktiertes Muster innerhalb der Zelle. Diese Immunfarbung entspricht nicht der fiir
Mitochondrien, Nukleus oder perinukledres endoplasmatisches Retikulum, sondern eher
Golgi- oder Endosomenfirbung. Eine Uberlagerung mit DAPI-gefirbter DNS war nicht
sichtbar. Zur Identifikation des Kompartiments, in dem Grx6 und Grx7 lokalisiert sind,
wurden zunichst neben Grx6-HA oder Grx7-HA die Markerproteine Sed5 oder Sec7

mit N-terminal fusioniertem GFP exprimiert. AnschlieBend wurden Doppelfarbungen
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der Zellen mit HA- und GFP-Antikérpern vorgenommen. SedS ist ein Markerprotein
des cis- und Sec7 des trans-Golgi-Apparates. Die mittleren Aufnahmen in Abbildung
3.3.2 zeigen die Lokalisation von Sed5 (griin) und die rechten Aufnahmen die
Uberlagerung des cis-Golgi-Markers mit Grx6 bzw. Grx7. Die Fusion beider Signale
wird als gelbes Licht detektiert. In blau mit DAPI gefarbt erscheinen DNS-enthaltende
Organelle wie Nukleus und Mitochondrien. Mit Sec7 konnte keine Uberlagerung
festgestellt werden (Aufnahmen nicht gezeigt). Die Lokalisation von Grx6 und Grx7

konnte somit auf den cis-Golgi-Apparat festgelegt werden.

Sed5-GFP Uberlagerung + DAPI

Grx6-HA

Grx7-HA

Abb. 3.3.2, Grx6 und Grx7 sind im cis-Golgi-Apparat lokalisiert (Anne Spang)
Sed5-GFP-Fusionsproteine wurden in Grx6-HA- und Grx7-HA-Zellen exprimiert. Die
Zellen wurden in YPD-Medium angezogen und fiir Immunfluoreszenzaufnahmen mit
HA-Antikérpern aus Maus und GFP-Antikorpern aus Kaninchen inkubiert. Der
Sekundirantikorper gegen Maus war an CY3 und der gegen Kaninchen an FITC
gekoppelt. Floureszenzen der einzelnen Antikorper sind im linken und mittleren Teil
der Abbildung gezeigt. Rechts ist die Uberlagerung beider Signale dargestellt und die
Farbung der DNS durch DAPI.
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3.3.3 Grx7 exponiert seine losliche Doméne zum Golgi-Lumen

Nachdem Grx6 und Grx7 im cis-Golgi-Apparat lokalisiert werden konnten, sollte
die Topologie beider Proteine untersucht werden. Programme zur Vorhersage der
Topologie von Proteinen gaben Hinweise auf eine Transmembrandomidne im N-
terminalen Bereich von Grx6 und Grx7 (Abb. 3.3.3A). Um diese Vorhersage
experimentell zu liberpriifen und die daraus folgende Orientierung der Proteine in der
Membran aufzukldren, wurden Golgi-enthaltende Mikrosomenfraktionen aus Grx7-HA-
Zellen isoliert und gegen das HA-Epitop immundekoriert. Das folgende Experiment
konnte nicht mit Grx6-HA-Mikrosomen durchgefiihrt werden, da Grx6-HA im Western
Blot nicht mit diesen Antikérpern detektiert werden konnte. Grx7-HA-Mikrosomen
wurden entweder direkt mit Proteinase K behandelt oder mit 0,2% Triton X-100 (TX)
fir 30 min auf Eis vorinkubiert und dann mit Proteinase K behandelt und in
Probenpuffer aufgenommen. Als Kontrollen dienten Wildtypmikrosomen und Grx7-
HA-Mikrosomen, die ohne weitere Behandlung in Probenpuffer aufgenommen und
aufgetragen wurden. Desweiteren wurden Grx7-HA-Mikrosomen mit ungepuffertem
0,1 M Natriumcarbonat fiir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde die 16sliche
von der Membranfraktion durch Zentrifugation getrennt. Die Proteine der ldslichen
Fraktion wurden mit TCA gefillt und wie die Membranfraktion in Laemmlipuffer
aufgenommen. Die Proben wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und immundekoriert.

Die Behandlung der mikrosomalen Fraktion mit Proteinase K filihrte nicht zum
Abbau von Grx7-HA. Es konnte eine Proteinbande wie in der unbehandelten Probe
nachgewiesen werden (3.3.3B). Dies ist aber nicht auf eine grundsétzliche
Proteaseresistenz des Proteins zurilickzufiihren, da Proteasebehandlung nach Lyse der
Membranen durch Triton X-100 zum Abbau des Proteins fithrt. Nach
Carbonatextraktion befand sich Grx7-HA in der Membranfraktion, wie es fiir
membranstindige  Proteine  typisch ist. Zur Kontrolle wurde dieselbe
Nitrozellulosemembran mit Antikorpern gegen Erpl, Erol und Pdildekoriert. Das
integrale Membranprotein Erpl zeigte in diesem Experiment das gleiche Verhalten wie
Grx7-HA. Pdil befindet sich in der l19slichen Fraktion und das membranassoziierte Erol
ist in beiden Fraktionen zu finden. Dies bestitigt, dass es sich bei Grx7 ebenfalls um ein
integrales Membranprotein handelt, das die ldsliche Doméne zum Golgi-Lumen

exponiert, da Grx7-HA in intakten Mikrosomen Protease-resistent ist.

72



Ergebnisse

>

,@ Grx6
© 0

N

0

o

s 3

g 3

©

> 1

Io-_

: i [ —
0 50 100 150 200

Aminosaurereste

Wit Grx7-HA

| X Carbonat|
PK PK P S

45 —
95 e — [ o —Grx7-HA

25—
TR — — — —Erp1
e e — Ero1

-_-Pdi1

Abb. 3.3.3, Grx7 ist ein integrales Membranprotein und exponiert seine losliche
Doméine zum Golgilumen

A, Hydrophobizititsprofile von Grx6 und Grx7 wurden mit Hilfe der DNAman
(Lynnon Corporation, Quebec, Kanada) Sofware erstellt. N-terminale hydrophobe
Bereiche sind schwarz gekennzeichnet.

B, Mikrosomen wurden aus Wildtyp (Wt)- und Grx7-HA-Zellen isoliert. 100 pg der
Fraktionen wurden in An- oder Abwesenheit von Proteinase K (PK) und Triton-X100
(TX) 30 min auf Eis inkubiert.

Fiir die Carbonatextraktion wurden die Mikrosomen in ungepuffertem 0,1 M Na,COs3
(Carbonat) 30 min auf FEis inkubiert. Durch Zentrifugation wurde dann die
Membranfraktion (P) von der 18slichen Fraktion (S) getrennt. Proteine im Uberstand
(S) wurden mit 12% TCA gefillt. Alle Proben wurden in reduzierendem Laemmli-
Puffer aufgenommen und mit SDS-PAGE, Western Blot und Immundekoration
analysiert.
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3.3.4 Grx6 und Grx7 werden in Mikrosomen importiert

Zur Unterstiitzung dieses Befundes sollte auch der Import von Grx6 und Grx7 in
Mikrosomen untersucht werden. Dafiir wurde radioaktiv markiertes Grx6 und Grx7 in
Kaninchenretikulozytenlysat synthetisiert und Mikrosomen wurden aus Wildtypzellen
isoliert. Mikrosomen, die nicht {iber einen Saccharosegradienten aufgereinigt wurden,
enthalten normalerweise noch Mitochondrien. Um zu unterscheiden, in welches
Kompartiment Grx6 und Grx7 importiert werden, wurden deshalb die Bedingungen fiir
den Import variiert wie im Folgenden beschrieben.

Radioaktiv markiertes Grx6 bzw. Grx7 wurde mit der Mikrosomenfraktion 20
min bei 30°C inkubiert. Zu den Reaktionen wurden 2 mM ATP und 2 mM NADH zum
Autfbau oder 10 uM Valinomycin zur Zerstorung des Membranpotentials zugegeben.
AnschlieBend wurden sie mit Proteinase K fiir 30 min auf Eis inkubiert, um nicht-
importiertes Protein zu verdauen. Die Proben wurden mit SDS-PAGE, Western Blot
und Autoradiographie analysiert.

In Abbildung 3.3.4A ist der Import von Grx6 und Grx7 in Abhédngigkeit von ATP
und dem Membranpotential y dargestellt. Man kann beim Import beider Proteine die
Abhingigkeit von ATP feststellen. Unter Anwesenheit von ATP findet der Import
relativ effizient statt (Spuren 1 und 2), wihrend er ohne ATP fast vollstindig inhibiert
ist (Spuren 3 und 4). Das Membranpotential dagegen scheint den Import nicht zu
beeinflussen. Unabhédngig von der Zugabe von Valinomycin (Spuren 2 und 4) findet der
Import mit gleicher Effizienz statt wie bei NADH-Zugabe (Spuren 1 und 3). Dies
spricht nicht fiir den Import von Grx6 und Grx7 in Mitochondrien, da Proteine, die
ATP-abhingig importiert werden, auch eines intakten Membranpotentials bediirfen.
Anders ist es beim Import ins endoplasmatische Retikulum (ER). Hier reicht die
Verfiigbarkeit von ATP fir den Import von Vorlduferproteinen aus. Ein
Membranpotential ist nicht erforderlich.

In einem weiteren Experiment wurden Grx7 und Su9-DHFR, ein mitochondriales
Matrixprotein, in mikrosomale oder mitochondriale Fraktionen importiert. Die
Mitochondrien wurden zusétzlich iiber einen Saccharosegradienten gereinigt, um
mikrosomale Kontamination auszuschlieBen. Wihrend man keinen Import von Grx7 in
Mitochondrien beobachten kann, wird Su9-DHFR dort relativ effizient importiert (Abb.
3.3.4B). Dessen Import in Mikrosomen ist allerdings deutlich schwicher als in

Mitochondrien. Im Gegensatz dazu wird Grx7 in die mikrosomale Fraktion importiert.
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Vermutlich werden Grx6 und Grx7 nach oder wihrend ihrer Synthese im Zytosol ins
ER importiert und so in den sekretorischen Transportweg eingeschleust. Uber das ER

konnen sie dann zum Golgi-Apparat weitertransportiert werden.

ATP + + - 8
A Ay + - + -
Grx6

Grx7 s s

1 2 3 4

B Mikrosomen Mitochondrien
: + + - - + + - - ' ATP

- + -+ - + - Ay

PraSu9 — :

Abb. 3.3.4, Grx6 und Grx7 werden in Mikrosomen aber nicht in Mitochondrien
importiert

A, Radioaktiv markiertes Grx6 und Grx7 wurde fir 20 min bei 30°C in An- oder
Abwesenheit von 2 mM ATP (Spuren 1 und 2), 2 mM NADH (Spuren 1 und 3) und
10 uM Valinomycin (Spuren 2 und 4) mit isolierten Mikrosomen inkubiert. Durch
Zugabe von Proteinase K wurde nicht-importiertes Material verdaut. Die Proben
wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert und
autoradiographiert.

B, Grx7 und Su9-DHFR wurden wie oben beschrieben mit isolierten Mikrosomen
oder Mitochondrien inkubiert. PraSu9 ist das Vorlduferprotein, das einer
proteolytischen Prozessierung in der Matrix unterzogen und zu mSu9 umgesetzt
wird.

3.3.5 Grx6 und Grx7 zeigen Glutaredoxinaktivitit in vitro

Die Sequenzen von Grx6 und Grx7 weisen hohe Homologie zu bereits

charakterisierten Glutaredoxinen auf (Vergl. 3.3.1). Es stellte sich daher die Frage, ob
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die Proteine auch Glutaredoxinaktivitit in vitro zeigen. Ein in vitro-Assay wurde
entwickelt, der es ermoglicht, Glutaredoxinaktivitit nachzuweisen (Holmgren und
Aslund 1995). Der sogenannte HEDS(2-Hydroxyethyldisulfid)-Assay weist die
Féhigkeit eines Enzyms nach, gemischte Disulfide zwischen Glutathion und einer -
Mercaptoethanoleinheit des HEDS aufzulosen, er konnte aber bisher nur fiir
Dithiolglutaredoxine  erfolgreich angewendet werden. Bisher beschriebene
Monothiolglutaredoxine zeigten keine Aktivitit in vitro (Tamarit ef al., 2003, Deponte
et al., 2005). Obwohl es sich sowohl bei Grx6 als auch bei Grx7 um
Monothiolglutaredoxine handelt, versuchten wir ihre Glutaredoxinaktivitit mit diesem
Assay nachzuweisen. In Abbildung 3.3.5A ist das Prinzip des Assays dargestellt. 2-
Hydroxyethyldisulfid (oxidiertes p-Mercaptoethanol) wird durch ein aktives
Glutaredoxin unter Verbrauch von reduziertem Glutathion (GSH) reduziert. Dabei
entsteht B-Mercaptoethanol und oxidiertes Glutathion (GSSG). Glutathion-Reduktase ist
dann wiederum in der Lage, das entstandene GSSG unter NADPH-Verbrauch zu
reduzieren. Der Verbrauch von NADPH kann photospektrometrisch bei einer
Wellenlidnge von 340 nm iliberwacht werden.

Fiir diesen Assay wurden N-terminal trunkierte Sequenzen ab Basenpaar 100 von
Grx6 und Grx7 in den E. coli-Expressionsvektor pQE30 kloniert. Auflerdem wurde eine
Grx6-Mutante konstruiert, in der der Cysteinrest 136 im CXXS-Motiv gegen einen
Serinrest ausgetauscht wurde. Alle drei Konstrukte wurden in E. coli mit N-terminalem
His-Epitop ohne die Transmembrandomédne exprimiert und iiber eine NiNTA-Matrix
aufgereinigt. Die Proteine wurden im HEDS-Assay mit einer Endkonzentration von 52
nM eingesetzt. Als Positivkontrolle diente das Dithiolglutaredoxin PfGrx aus
Plasmodium falciparum, dessen Aktivitit im HEDS-Assay bereits nachgewiesen wurde
(Rahlfs et al., 2001).

Abbildung 3.3.5B zeigt das Ergebnis des HEDS-Assays. In der Graphik ist die
spezifische Aktivitdt aller Glutaredoxine im Assay aufgetragen. Die beiden linken
Séulen reprédsentieren die Hintergrundaktivititen, d.h. den NADPH-Verbrauch ohne
Zugabe der Substrate HEDS oder GSH. Da eine gewisse Hintergrundreaktion messbar
war, wurden alle weiten Proben unter Verwendung eine Referenzkiivette im
Zweistrahlphotometer gemessen. Die Positivkontrolle PfGrx zeigte in unseren
Messungen eine spezifische Aktivitdit von 0,21 U/nmol Enzym. Die spezifische
Aktivitdt von Grx6 war mit 0,18 U/nmol der von PfGrx sehr dhnlich, wogegen Grx7

ungefahr zweieinhalb mal aktiver ist (0,51 U/nmol). Als Negativkontrolle diente die
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Grx6“"*>-Mutante, die keinerlei Aktivitit im Assay zeigte. Desweiteren konnte die
Geschwindigkeit der Substratumsetzung in Abhédngigkeit von der Menge des
eingesetzten Enzyms am Beispiel von Grx7 (Abb3.3.5C) beobachtet werden. Fiir Grx7
konnte aus diesen Daten die spezifische Aktivitit bestimmt werden (Abb.3.3.5D).
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Abb. 3.3.5, Grx6 und Grx7 zeigen Glutaredoxinaktivitit im HEDS-Assay

A, Schematische Darstellung des HEDS-Assays

B, Rekombinantes PfGrx, Grx6, Grx6°"*% und Grx7 wurden in E. coli exprimiert und
aufgereinigt. lThre Aktivitdit wurde bei 340 nm photospektrometrisch in einem
gekoppelten Enzymassay bestimmt. Alle Proteine lagen wéhrend der Messungen in
einer Konzentration von 52 nM vor. Zur Bestimmung der Hintergrundaktivitat wurde
die NADPH-Oxidation in Abwesenheit von HEDS oder GSH mit PfGrx gemessen.
Alle folgenden Messungen wurden in einem Zweistrahlphotometer unter Verwendung
einer Referenzkiivette durchgefiihrt.

C, Der NADPH-Verbrauch iiber die Dauer der Reaktion wurde in Abhéngigkeit von
der Grx7-Konzentration bestimmt.

D, Die Aktivitit von Grx7 wurde gegen die Menge des eingesetzten Proteins
aufgetragen und die spezifische Aktivitit aus den Messwerten von 0 bis 1 mg Grx7
bestimmt.

Der Aktivititsnachweis von Grx6 und Grx7 im HEDS-Assay war unerwartet, da

fiir bisher charakterisierte Monothiolglutaredoxine keine Aktivitit gefunden worden
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war. Aus dem Ergebnis kann man schlieen, dass Grx6 und Grx7 féhig sind unter
Verbrauch von GSH oxidierte Substrate zu reduzieren. Es handelt sich hier
offensichtlich um neuartige Monothiolglutaredoxine, die andere Eigenschaften als

Grx3, Grx4 und Grx5 besitzen.

3.3.6 Grx6 kompensiert oxidativen Stress

Da alle bisher charakterisierten Glutaredoxine eine entscheidende Rolle bei
Redoxprozessen in der Zelle spielen, sollte iiberpriift werden, ob Grx6 ebenfalls in
solche Reaktionen involviert ist. Dazu wurde eine Grx6-Mutante konstruiert. Zur
Herstellung der Agrx6-Mutante wurden der gesamte kodierende Bereich des Gens durch
die HIS3-Kassette ersetzt. AnschlieBend sollte das Wachstum der Mutante im Vergleich
zum Wildtyp unter oxidativen Bedingungen beobachtet werden.

Dafiir wurde die Agrx6-Mutante neben dem korrespondierenden Wildtyp auf
Glukose-haltigem Medium kultiviert. Die Uber-Nacht-Kulturen wurden am Morgen
verdiinnt, und die Zellen wurden weiter bis zu eine ODgy von 0,6 herangezogen.
AnschlieBend wurden die Kulturen auf eine ODgo von 0,01 eingestellt und 100 pl
wurden auf YPD-Platten ausplattiert. In der Mitte der Platten wurde ein mit Diamid
oder H,O, getrinktes Filterpapier platziert. Diese Platten wurden dann flir zwei Tage
bei 30°C inkubiert und die Hofgrée um das Filterpapier herum wurde dokumentiert.

AuBlerdem wurde ein Tiipfeltest mit den beiden Hefestimmen durchgefiihrt. Dafiir
wurden sie wie oben beschrieben in einer Ubernachtkultur angezogen, morgens
verdiinnt und bis zur mittleren log-Phase weiter kultiviert. Dann wurden die Kulturen
auf eine ODggo von 0,1 mit Wasser eingestellt und von dieser Suspension wurden vier
fortlaufende 1:10-Verdiinnungen angefertigt. Diese Verdiinnungen wurden tropfenweise
auf YPD-Platten mit oder ohne 5 mM H,O, aufgetragen, um das Wachstum der Zellen
genauer beurteilen zu konnen. Im Vergleich mit dem Wildtyp wies die Agrx6-Mutante
einen schwachen Phénotyp auf (Abb. 3.3.6A). Die Sensitivitit gegeniiber H,O, und
Diamid ist ein wenig verstdrkt. Ein dhnliches Ergebnis lieferte der Tiipfeltest (Abb.
3.3.6B). Beide Stamme wuchsen auf YPD. Auf YPD-Platten, die zusétzlich 5 mM H,0,
enthalten, ist zwar das Wachstum des Wildtyps retardiert, die Agrx6-Mutante ist aber
noch stirker betroffen. Daraus kann man schlieBen, dass Grx6 eine Rolle bei der

Kompensation von oxidativem Stress spielt.
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Abb. 3.3.6, Grx6 erhoht die Toleranz gegeniiber oxidativem Stress

A, Agrx6 und der korrespondierende Wildtyp wurden bis zur log-Phase in YPD
angezogen. Die Kulturen wurden auf eine ODgop von 0,01 verdiinnt. Jeweils 100 pl
wurden auf YPD ausplattiert. Ein Filterpapier wurde in der Mitte des Zellrasens
platziert. Das Filterpapier wurde mit 10 pl 0,5 M Diamid oder 9,8 M H,O, getrinkt.
Die Platten wurden fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert.

B, Die beiden Stimme wurden wie oben beschrieben in YPD angezogen und auf eine
ODggo von 0,1 eingestellt. Die Kulturen wurde vier weitere Male jeweils 1:10 verdiinnt
und tropfenweise auf YPD-Platten mit oder ohne 5 mM H,0O, im Medium aufgetragen.

3.3.7 Grx7 hat keinen Einfluss auf die Pdil-Aktivitat

Ob Grx6 und Grx7 dennoch einen Einfluss auf die Faltung zu sekretierender
Proteine haben, blieb ungeklért. Daher sollte untersucht werden, ob die Deletion von
GRX6 und GRX7 moglicherweise die Expression von Pdil oder Erol iiber die unfolded
proteine response induziert.

Um die endogenen Level von Pdil und Erol zu iiberpriifen, wurden Mikrosomen
aus Wildtyp- und Agrx6Agrx7-Zellen isoliert. Die Mikrosomenfraktion enthélt sowohl
ER als auch Golgi-Apparat und geringe Mengen Mitochondrien (vergl. Abb. 3.3.4B).
Die Mikrosomenfraktionen beider Stamme wurden anschlieBend durch SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit Antikérpern gegen
Erol, Pdil und das mitochondriale Hep1 dekoriert.

Abbildung 3.3.7A zeigt die endogenen Level von Erol, Pdil und Hepl. Es konnte
kein Unterschied in der Erol- oder Pdil-Expression abhidngig von der GRX6- und
GRX7-Deletion festgestellt werden. Hepl dient hier als Ladekontrolle und ist in
Wildtyp- und Agrx6Agrx7-Mikrosomen gleich stark detektierbar.

Desweiteren sollte in einem in vitro-Assay der Einfluss von Grx7 auf die Aktivitét
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von Pdil kontrolliert werden. Da Pdil ein 16sliches Protein im sekretorischen
Transportweg ist, gelangt es durch den vesikuldren Transport von Proteinen aus dem ER
in den Golgi-Apparat. Pdil ist aber nicht zur Sekretion bestimmt und trdgt daher ein C-
terminales Retentionssignal (HDEL), das seine Sekretion durch den Riicktransport ins
ER verhindert (Pelham et al., 1989). Dennoch konnte Pdil auf diesem Wege in Kontakt
mit Grx6 und Grx7 kommen.

Der Ribonuklease-Riickfaltungsassay ist eine anerkannte Methode Pdil-Aktivitét
nachzuweisen (Frickel et al., 2004). Pdil besitzt neben seiner Oxidasefunktion auch die
Féhigkeit, bestehende Disulfidbriicken zu isomerisieren (Laboissiere et al., 1995). Diese
Funktion ist entscheidend fiir den RNase-Riickfaltungsassay. Native RNase ist in der
Lage zyklisches Cytidinmonophosphat (cCMP) zu hydrolysieren. Dies kann
photospektrometrisch detektiert werden. Im Assay wird aber fehlerhaft gefaltete RNase
eingesetzt, die sich durch zufillig gebildete Disulfidbriicken auszeichnet. Dadurch wird
die RNase in ihrer Funktion gestort. Aktives Pdil soll nun die Riickfaltung der RNase
katalysieren und somit zu einer Zunahme der RNase-Aktivitét fiihren.

Zundchst wurde PDII aus S. cerevisiae in den E. coli-Expressionsvektor pQE30
kloniert, ebenso wie GRX7 (vergl. Kapitel 3.3.5) in E. coli exprimiert und iiber eine Ni-
NTA-Matrix aufgereinigt. RNase aus Rinderpankreas wurde nach vollstindiger
Reduktion willkiirlich oxidiert und zusammen mit Pdil und gegebenenfalls Grx7
eingesetzt. 4,5 mM cCMP wurde in 100 mM TRIS pH 8,0, I mM GSH, 0,2 mM GSSG
und 1 mM EDTA hydrolysiert und bei 296 nm Wellenldnge detektiert.

In Abbildung 3.3.7B wird die RNase-Aktivitdt unter verschiedenen Bedingungen
graphisch dargestellt. Die Hintergrundaktivitdt der willkiirlich oxidierten RNase wurde
gemessen und gleich dem Wert 1 gesetzt. AnschlieBende Messungen wurden in
Relation zu der Hintergrundaktivitét gesetzt und die x-fache Stimulation der Aktivitit
wurde daraus berechnet. Zugabe von Grx7 bewirkte im Gegensatz zur Zugabe von Pdil
zum Ansatz keine Steigerung der cCMP-Hydrolyse. Die Zugabe von Pdil dagegen
erhoht die Aktivitdt ungefdhr um das 6-fache. Werden Pdil, Grx7 und RNase in einem
Ansatz kombiniert, kommt es wiederum zu keiner maf3geblichen Stimulation der RNase
im Vergleich zur Probe die ausschlieSlich RNase und Pdil enthélt.

Daraus kann man schliefen, dass Grx7 keine Rolle, weder direkt noch indirekt,

bei der Pdil-abhédngigen Proteinfaltung im sekretorischen Transportweg spielt.

80



Ergebnisse

>
2
oy,

v& —
_{9 HS 71\
< SCE=E e
NE% 53 6
Ero1 e :\?E g
O]
Pdi1 sess— <2 31
_— Z'S 21
Hep1 s ws ol
Pdi1 - - + +
Gy - *+ = %

Abb. 3.3.7, Grx7 hat keinen Einfluss auf die endogenen Level von Pdil und Erol
oder die Pdil-Aktivitat

A, Aus Wildtyp- (Wt) und Agrx6Agrx7-Zellen wurden Mikrosomen isoliert und durch
SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurden sie auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert und gegen Erol, Pdil und mitochondriales Hepl (Ladekontrolle)
immundekoriert.

B, Rekombinantes Grx7 und Pdil wurden in E. coli exprimiert und aufgereinigt.
cCMP und denaturierte RNase wurden in An- oder Abwesenheit von Grx7 und Pdil
inkubiert und die Hydrolyse von cCMP wurde bei 296 nm photospektrometrisch
gemessen.
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4 Diskussion

4.1 Die Bedeutung von Mia40 und Ervl im Importprozess loslicher

Intermembranraumproteine mit konservierten Cysteinmotiven

In der vorliegenden Arbeit wurde der Import 16slicher Intermembranraumproteine
mit konservierten Cysteinmotiven untersucht. Da diese Proteine keine typischen N-
terminalen Prisequenzen besitzen und ihr Import weder vom Membranpotential, noch
von der Hydrolyse von ATP oder von der Bindung von Kofaktoren abhiingt, muss er auf
einem bislang unbekannten Importprinzip basieren. Vor kurzem wurde eine essentielle
Komponente des Intermembranraums namens Mia40 identifiziert und ihr Einfluss auf
die Biogenese 16slicher Intermembranraumproteine mit konservierten Cysteinmotiven

gezeigt (Naoé et al., 2004, Terziyska ef al., 2005, Chacinska et al., 2004).

4.1.1 Die Mia40-Substrat-Interaktion

Um die Translokation von Klasse II-Intermembranraumproteinen mit
konservierten Cysteinmotiven und ihre Interaktion mit Mia40 genauer zu untersuchen,
wurden Cox17 und Tim13 rekombinant in E. coli exprimiert und aufgereinigt bzw. in
vitro synthetisiert. Diese Proteine wurden darauthin als Substrate verwendet, um den
Import in isolierte Mitochondrien zu beobachten. In Anlehnung an vorangegangene
Experimente, die eine Interaktion zwischen Tim9 und Mia40 iiber Disulfidbriicken
nahelegten (Chacinska et al, 2004), wurde hier auch die Ausbildung von
Disulfidbriicken zwischen Mia40 und frisch importiertem Cox17 nachgewiesen. In
Ubereinstimmung konnte kein gemischtes Disulfid zwischen Mia40 und einer Tim13-
Mutante nachgewiesen werden, in der alle Cysteinreste zu Serinresten mutiert worden
waren (Terziyska et al, 2005). Dies zeigt zunidchst, dass die Ausbildung von
intermolekularen Disulfidbriicken grundlegend fiir Mia40-Substrate zu sein scheint.

Intermembranraumproteine der Klasse II folgen einem unidirektionalen Transport
iiber die AuBenmembran, fiir den ihre stabile Faltung im Intermembranraum
entscheidend ist (Lutz et al., 2003; Field et al., 2003; Nicholson et al., 1989; Mayer et
al., 1995; Dumont et al., 1988; Nargang et al., 1988; Dumont et al., 1991; Diekert et al.,

2001). Bisher wurde kontrovers diskutiert, wodurch eine Proteinfaltung selektiv im
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Intermembranraum gewéhrleistet wird (Allen et al., 2003; Lutz et al., 2003; Koehler,
2004; Lu et al., 2004a/b). Bekannt ist, dass Apo-Cytochrom ¢ durch die die Interaktion
mit der Cytochrom c-Himlyase und der daraus resultierenden Ubertragung der Him-
Gruppe in die stabil gefaltete Holoform iiberfiihrt wird (Nicholson ef al., 1989; Mayer et
al., 1995; Dumont et al., 1988; Nargang et al., 1988; Dumont et al., 1991; Diekert et al.,
2001). Somit ist die stabilisierende Wirkung des Ham-Kofaktors fiir den Netto-
Transport von Cytochrom c¢ malgeblich. Cytochrom ¢ und die Proteine mit
konservierten Cysteinmotiven wie z.B. Tim13 unterscheiden sich allerdings im Bezug
auf ihren Importmechanismus deutlich (Kurz et al., 1999). Sodl ist ein anderes
Intermembranraumprotein, fiir das die Bindung von Kofaktoren (Cu®", Zn*") wichtig ist.
Dariiberhinaus bildet Sod1 eine intermolekulare Disulfidbriicke aus, die den Verbleib

im Intermembranraum gewéihrleistet (Field ez al., 2003).
4.1.2 Die stabile Faltung beruht auf der Bildung von Disulfidbriicken

In weiteren Experimenten sollte iiberpriift werden, welche Faktoren bei der
Faltung von Tim13 und Cox17 eine Rolle spielen, um zu kliren, ob die Ausbildung von
Disulfidbriicken oder die Komplexierung von Metallionen die treibende Kraft fiir die
Translokation in den Intermembranraum ist. Da durch Zugabe von DTT sowohl der
Import von Timl3 als auch von Cox17 beeintrichtigt wurde, scheint die
Disulfidbriickenbildung ein essentieller Schritt wihrend ihres Importprozesses zu sein.
Allerdings inhibiert auch der Einsatz von Chelatoren den Tim13-Import und kann durch
Zn**-Zugabe wieder regeneriert werden. Dariiberhinaus unterstiitzt die Zugabe von
Zn*"-Ionen zu der Importreaktion die Bildung eines Mia40-Substrat-Intermediates (Lutz
et al., 2003; Chacinska et al, 2004). Mit denen im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimenten konnten diese Befunde allerdings nicht bestitigt werden,
da zumindest der Import von Cox17 von der Anwesenheit von Chelatoren, Cu®"-Ionen
oder dem Kofaktor FAD unbeeintrachtigt ist. Mdglicherweise sind in vivo Metallionen
in Schritte dieses Importweges involviert, die unter unseren in vitro-Bedingungen

umgangen werden kdnnen.

4.1.3 Die Sulfhydryloxidaseaktivitit von Ervl ist essentiell fiir die Biogenese von

Intermembranraumproteinen

Die Relevanz von Disulfidbriicken fiir den Import von Tim13 und Cox17 deutete
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auf eine Sulfhydryloxidation im mitochondrialen Intermembranraum hin. Tatsdchlich ist
dort die Sulfhydryloxidase Ervl lokalisiert, fiir die bis dahin noch keine Substrate
bekannt waren (Becher et al., 1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Hefestamm
generiert, der das essentielle Protein Ervl unter dem regulierbaren GAL0-Promotor
exprimiert. Die Depletion von Ervl fiihrte dabei zum spezifischen Verlust von
Intermembranraumproteinen mit konservierten Cysteinmotiven in Mitochondrien.
Zumindest Cox17 bleibt dabei stabil, akkumuliert aber unnatiirlicherweise im Zytosol.
Somit wurde der direkte Einfluss von Ervl auf den Import bestdtigt. Ob die Funktion
von Ervl in diesem Prozess tatsdchlich auf seiner Sulthydryloxidaseaktivitit beruhte,
wurde durch verschiedene Experimente nachgewiesen. Zum einen zeigten Ervl-
depletierte Hefen eine erhdhte DTT-Sensitivitdt in vivo. Zum anderen ergab sich sowohl
fiir die DTT- als auch fiir die GSH-Titration des Imports von Tim13 und Cox17 eine
deutliche Ervl-Abhéngigkeit. Andere Sulthydryloxidasen wie Erv2, Erol und DsbB
interagieren iiber Partnerproteine wie Pdil und DsbA mit einem breiten
Substratspektrum. Vermutlich nutzt auch Ervl einen Vermittler fiir sein
Oxidationspotential. ~ Die  Ergebnisse  zur  Importintermediatbildung  durch
Disulfidbriicken legten nahe, dass es sich bei Mia40 um das erste identifizierte Substrat

von Erv1 handelt.

4.1.4 Die Oxidation von Mia40 durch Ervl1 ist notwendig fiir den Import

Wie bereits erwéhnt war ein grundlegendes Experiment zur Charakterisierung von
Mia40 der Nachweis eines Intermediates mit Tim9 bzw. Tim13 (Chacinska et al., 2004,
Terziyska et al, 2005). Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand von
Importexperimenten mit rekombinantem Cox17 weiterfiihrend gezeigt werden, dass die
Bildung dieses Intermediates von Ervl abhidngt. In Ervl-depletierten Mitochondrien
war die Bildung beeintréchtigt.

Da die C-terminale Domine von Mia40 sechs konservierte Cysteinreste
beinhaltet, kann das Protein in reduzierter oder oxidierter Konformation vorliegen. Zwei
Mia40-Konformere sind im SDS-Gel detektierbar, die mit der Importkompetenz der
Mitochondrien korrelieren. Nur in Mitochondrien, in denen Mia40 oxidiert ist, findet
effizienter Import von Tim13 und Cox17 statt. Interessanterweise iiberfiihrt der Import
von Coxl17 oxidiertes Mia40 dabei in die reduzierte Form. In Ervl-depletierten
Mitochondrien ist das Gleichgewicht der Mia40-Konformere zur reduzierten Form

verschoben. Folglich beruht die Oxidation von Mia40 auf der Aktivitit von Ervl und
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importkompetentes Mia40 entspricht der durch Erv1 oxidierten Form.

4.1.5 Der Mia40-Erv1-Zyklus

Die beiden essentiellen Proteine Mia40 und Ervl kooperieren im Importprozess
16slicher Intermembranraumproteine mit konservierten Cysteinmotiven. Oxidiertes
Mia40 interagiert unter Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen Cysteinresten
mit neu importierten Polypeptiden und bildet so ein gemischtes Disulfid. Die Auflosung
des Intermediates iiberfiihrt Mia40 in die reduzierte, inaktive Konformation.
Anschliefend wird Mia40 Ervl-abhidngig oxidiert. Dies geschieht iiber eine direkte
Interaktion von Ervl mit Mia40 (Mesecke et al., 2005). Anhand dieser Ergebnisse
wurde folgendes Modell fiir den Importmechanismus postuliert. Neu synthetisierte
Intermembranraumproteine passieren die mitochondriale AuBenmembran {iiber den
TOM-Komplex in reduzierter ungefalteter Konformation (Lu et al., 2004; Lutz et al.,
2003). Im Intermembranraum interagieren diese Proteine dann mit oxidiertem Mia40.
Durch die Umlagerung von Disulfidbriicken kommt es zur Ausbildung eines kovalent
verbundenen Importintermediates zwischen Mia40 und seinem Substrat. Durch einen
weiteren  Isomerisierungsschritt kommt es zur erneuten Umlagerung von
Disulfidbriicken. Dabei wird das Substrat von Mia40 in oxidierter und somit gefalteter
Form freigesetzt, wihrend Mia40 in reduzierter Form zuriickbleibt. An dieser Stelle
wird nun die Sulthydryloxidase Ervl bendtigt, um reduziertes Mia40 zu reoxidieren.
Dieser Schritt ist notwendig, um Mia40 zu reaktivieren und den weiteren Import zu
ermdglichen. Dieses Modell ist in Ubereinstimmung mit dem folding-trap-
Mechanismus, der bereits zuvor fiir Klasse II-Proteine des Intermembranraums
postuliert wurde. Dabei ist die stabile Faltung der Proteine fiir ihr Verbleiben im
Intermembranraum notwendig (Lu et al., 2004; Lutz et al., 2003). Die Interaktion mit
Mia40 fiihrt zur Einfiihrung von Disulfidbriicken zwischen den Cysteinresten,
stabilisiert somit die Tertidrstruktur und verhindert die Freisetzung des Substrates in das
Zytosol.

Anhand der NMR-Struktur des TIM9-TIM10-Komplexes wurde bereits vor der
Entdeckung der oxidativen Proteinfaltung im Intermembranraum gezeigt, dass die
kleinen Tim-Proteine im funktionellen Komplex oxidiert vorliegen (Lu et al., 2004).
Neue Arbeiten an der Rekonstitution dieses Mechanismus konnten die Oxidation von
Mia40 durch Ervl in vitro nachweisen, wobei keine weiteren Faktoren fiir diesen Schritt

bendtigt wurden (Grumbt ef al., 2007). In weiterer Ubereinstimmung mit unserem
85



Diskussion

Modell wurde von Chacinska und Kollegen gezeigt, dass die Substrate von Mia40 nach
ihrer Freisetzung in der oxidierten Konformation vorliegen (Miiller et al., 2007). Im
Intermembranraum herrscht aufgrund der permeablen Porine die gleiche GSH-
Konzentration wie im reduzierenden Zytosol. Da Proteinoxidation offensichtlich

unabhingig von der Glutathionkonzentration auch im Intermembranraum stattfinden

\Tj A. Mia40-abhangige Importreaktion
SH

HS sH

};j‘ U
HS?HSS
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B. Erv1-abhangige Reoxidation von Mia40

m Zytosol
0,
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Abb. 4.1. Modell des Mia40-Erv1-abhingigen Imports

A, Stufe 1: Mia40 liegt in Mitochondrien in der oxidierten, aktiven Form vor und
kann mit neu importierten reduzierten Substratproteinen interagieren. Stufe 2:
Mia40 bildet intermolekulare Disulfidbriicken mit dem Substrat aus, was zum
Zuriickhalten des Substrats im Intermembranraum fiihrt. Stufe 3: das Substrat
wurde in oxidierter und gefalteter Konformation von Mia40 freigesetzt. Mia40
bleibt in reduzierter, inaktiver Form zuriick.

B, Reduziertes Mia40 wird durch die Sulthydryloxidase Ervl reoxidiert und so
fiir den niachsten Importzyklus regeneriert.
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kann, scheint im Zytosol nur das Fehlen einer Sulthydryloxidase die reduzierende
Umgebung zu gewdhrleisten. Wihrend frither der oxidierende oder reduzierende
Charakter eines Kompartiments auf das vorliegende GSH/GSSG-Verhiltnis
zuriickgefithrt wurde, spricht die Entdeckung der oxidativen Proteinfaltung im
Intermembranraum dafiir, dass die enzymatischen Funktionen der Proteine eines
Kompartiments seinen Charakter bestimmen. Das GSH/GSSG-Verhiltnis konnte nach
neueren FEinschdtzungen auch nur ein Resultat der metabolischen Prozesse sein

(Chakravarthi et al., 20006).

4.1.6 Die Rolle der Atmungskette im Importprozess der Intermembranraum-

proteine

Das vorgestellte Modell impliziert, dass die Importreaktion durch den
Elektronenfluss vom neu importierten Substrat ausgehend liber Mia40 und Ervl auf
einen weiteren Endakzeptor angetrieben wird. Da sich dieser Prozess im
mitochondrialen Intermembranraum, also in der Nédhe der Atmungskette abspielt,
konnten die Elektronen iiber die Atmungskette auf elementaren Sauerstoff als
Endakzeptor abgefiihrt werden.

Verschiedene Sulfhydryloxidasen kénnen Elektronen auf elementaren Sauerstoff
tibertragen. Ervl reduziert elementaren Sauerstoff in vitro und Erol kann ebenfalls
Elektronen in Abhéngigkeit von FAD auf ihn iibertragen. Bei diesen Reaktionen kommt
es zur Bildung von Hydrogenperoxid (Lee et al., 2000; Tu und Weissmann, 2002;
Bihlmaier et al., 2007), das schidigend auf die Zelle wirkt. Interessanterweise kann
ALR, das menschliche Homolog von Ervl, Elektronen auf Cytochrom c¢ in einer
Reaktion transferieren, die wesentlich effizienter ablauft als der Transfer auf Sauerstoff
(Farrell und Thorpe, 2005). Von Tokatlidis und Kollegen wurde ein analoger
Mechanismus fiir Ervl aus Hefe vorgeschlagen (Lu et al., 2004; Allen et al., 2005).
Mittlerweile wurde die Ubertragung von Elektronen von Erv1 auf Cytochrom c in vitro
nachgewiesen und auch in vivo konnte die Abhingigkeit des Mia40-Redoxzustands von
Cytochrom ¢ und der Cytochrom c-Oxidase gezeigt werden (Bihlmaier et al., 2007,
Dabir et al., 2007). Die direkte Ubertragung von Elektronen auf Sauerstoff und damit
verbundene Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies wihrend des Imports reduzierter

Substrate iber Mia40 kann somit vermieden werden.
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4.1.7 Vergleich verschiedener Systeme oxidativer Proteinfaltung

Die durch Ervl katalysierte Sulthydryloxidation von Mia40 erinnert an
Redoxprozesse im endoplasmatischen Retikulum oder im Periplasma der Bakterien. Da
Mitochondrien evolutiondr auf die Endosymbiose eines a-Proteobakteriums
zuriickzufiihren sind, entspricht evolutionsgeschichtlich der periplasmatische Raum der
Bakterien dem Intermembranraum der Mitochondrien. Im bakteriellen Periplasma ist
ein relativ komplexes System oxidativer Proteinfaltung angesiedelt. Es besteht aus vier
Hauptkomponenten namens DsbA, DsbB, DsbC und DsbD. DsbA ist ein ldsliches
Protein, das Disulfidbriicken in ein breites Substratspektrum einfiihren kann. DsbA
selbst wird wiederum vom membranstindigen DsbB oxidiert, das die aufgenommenen
Elektronen iiber die Atmungskette abfithren kann. Parallel arbeitet das DsbC/DsbD-
System, durch das falsch gebildete Disulfidbriicken mit Hilfe von NADPH und
Thioredoxin A isomerisiert werden konnen (Hiniker und Bardwell, 2004; Kadokura et
al., 2003). Ein weiterer gut untersuchter und im Detail verstandener Mechanismus ist im
endoplasmatischen Retikulum eukaryotischer Zellen lokalisiert (vergl. Kapitel 1.2.2;
Sevier und Kaiser, 2002). Hier werden Disulfidbriicken de novo von Erol und Erv2,
einem Ervl-Homolog, gebildet und anschlieend sequentiell auf Pdil und von dort auf
neu importierte Substrate transferiert.

DsbA und DsbB bzw. Pdil und Erol weisen auf der Primdrsequenzebene keine
Homologie zu Mia40 oder Ervl auf, ihre tertidre Faltung und damit die Ausbildung
einer 4-Helix-Struktur ist ihnen aber gemein. Auflerdem folgt Ervl wie alle bisher
charakterisierten Mitglieder der ERV/ALR-Familie und die de novo-Sulthydryloxidasen
Erol und DsbB dem Prinzip, iiber Partnerproteine zu agieren. Dies ermdglicht die

Interaktion mit einem breiteren Substratspektrum.

4.1.8 Substrate des Mia40-Ervl-abhingigen Importweges

Tatsdchlich wurden bereits einige Proteine des Intermembranraums mit
Disulfidbriicken beschrieben, wie z. B. das Rieske-Protein, Ccsl, Sod1l, Scol und die
kleinen Tim-Proteine. Fiir einige von ihnen und auch Cox17 und Cox19 wurde der
Mia40-Ervl-abhidngige Import in den Intermembranraum nachgewiesen. Kiirzlich
wurden weitere Substrate von Mia40 identifiziert. So konnte fiir zwei bisher
uncharakterisierte Proteine mit CXoC-Motiven, die Micl4 und Micl7 (mitochondrial
IMS cysteine motif protein of 14/17 kDa) genannt wurden, und Mdm35, das bei der
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Suche nach putativen Proteinen mit Einfluss auf die mitochondriale Morphologie
identifiziert wurde, der Mia40-Erv1-abhidngige Import nachgewiesen werden (Gabriel et
al., 2006; Dimmer et al., 2002). Desweiteren wird auch der Import von Ervl selbst
durch Mia40 katalysiert. Der Einfluss von endogenem Erv1 auf diesen Prozess konnte
aber nicht zufriedenstellend gekliart werden (Gabriel et al, 2006, Terziyska et al.,
2007).

Bemerkenswerterweise gleicht das Muster der letzten beiden Cysteinpaare im C-
Terminus von Mia40 dem einiger Substratproteine (vergl. Tabelle 1.1), die Bedeutung
dieser Symmetrie konnte aber noch nicht aufgeklart werden. Zunichst wurde diskutiert,
ob die Interaktion iiber Disulfidbriicken zwischen Mia40 und seinen Substraten auf den
identischen Cysteinmotiven basieren konnte. Mittlerweile ist aber bekannt, dass das
CPC-Motiv von Mia40 durch Ervl oxidiert wird (Grumbt et al., 2007). Ob das CPC-
Motiv wiederum direkt mit den Substraten interagiert oder ob die Substratoxidation von
den Cysteinresten in den CXoC-Motiven vermittelt wird, ist nicht klar. Dabei konnten
Importexperimente mit Mia40-Mutanten hilfreich sein, bei denen der Abstand zwischen

den Cysteinresten der CXy9C-Motive verkiirzt oder vergroBert wurde.

4.2 Welche Funktion iibernimmt Hot13 im Intermembranraum?

4.2.1 Hotl3 hat keinen Einfluss auf die endogenen Mengen mitochondrialer

Intermembranraumproteine

Um die Funktion des mitochondrialen Intermembranraumproteins Hotl13 besser
charakterisieren zu konnen, wurden Ahotl3-Mutanten in S. cerevisiae hergestellt und
untersucht. So konnte nach Deletion von Hotl3 keine Beeintrdchtigung der endogenen
Level von Ervl, Mia40, Timl3, Coxl17 oder Sodl beobachtet werden. Dabei
iiberraschen vor allem die unverdnderten Timl3-Level in der Deletionsmutante, da
zuvor von einem Effekt auf den Import und die endogenen Mengen aller kleinen Tim-
Proteine berichtet wurde (Curran ef al., 2004). Auch der beschriebene Importdefekt fiir
die kleinen Tim-Proteine in Ahotl3-Mitochondrien konnte in dieser Arbeit mit in vitro
translatiertem Tim13 nicht reproduziert werden. Ob es in unserer Mutante allerdings zur
Assemblierung des TIMS8-TIM13-Komplexes kommt, wurde nicht iberpriift. Laut
Koehler und Kollegen beeintrichtigt die Hotl13-Deletion den Import der kleinen Tim-
Proteine nur bedingt, die Assemblierung aber fast vollstindig (Curran et al., 2004).

Moglicherweise gelangen die Proteine noch in den Intermembranraum, kdnnen aber
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nicht mehr von Mia40 oxidiert werden, so dass ihre Assemblierung zu Komplexen
weitgehend unterbunden ist.

In Importexperimenten mit dem ADP/ATP-Carrier konnte die Insertion des
Carriers in die mitochondriale Innenmembran zunichst durch t-BOOH inhibiert und
anschlieBend durch DTT vervollstindigt werden. AuBlerdem wurde eine erhohte
Sensitivitdt der Ahotl3-Mutante gegeniiber t-BOOH beobachtet. Auf Basis dieser
Ergebnisse wurde die Redoxregulation des TIM9-TIM10-Komplexes durch Hotl3
vorgeschlagen (Curran et al, 2004). Im Widerspruch dazu stehen allerdings die
unverdnderten endogenen Level vom ADP/ATP-Carrier in Hotl3-depletierten
Mitochondrien. Eine Verdnderung des Redoxstatus der kleinen Tim-Proteine durch
Hot13 wurde nicht nachgewiesen (Curran et al., 2004). Aullerdem wurde gezeigt, dass
ein bereits assemblierter TIM9-TIM10-Komplex, einmal oxidiert, nicht durch Zugabe
von DTT reduziert werden kann. Und auch der Versuch, Zinkionen in den bereits
assemblierten TIM9-TIM10-Komplex zu inkorporieren, schlug fehl, wodurch ein
Wechsel zwischen verschiedenen Redoxkonformationen im assemblierten Komplex
ausgeschlossen werden kann (Lu et al., 2004b). Daher ist der Einfluss von DTT auf den
Redoxzustand der kleinen Tim-Proteine im Komplex eher unwahrscheinlich, aber es
konnte eine andere Komponente stromaufwirts in der mitochondrialen Biogenese

betroffen sein.

4.2.2 Hotl13 unterstiitzt die Oxidation von Mia40

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Sensitivitit einer Ahotl3-Mutante gegeniiber
reduzierenden und oxidierenden Bedingungen {berpriift, da zuvor eine erhohte
Empfindlichkeit der Mutante gegeniiber dem Oxidationsmittel t-BOOH beobachtet
wurde (Curran et al., 2004). Wir konnten aber kein vermindertes Zellwachstum nach
Zugabe von H,0,, Diamid oder DTT feststellen. Dies macht eine direkte Reduktase-
oder Oxidaseaktivitit von Hotl3 wunwahrscheinlich. Dennoch stellten wir die
Abhéngigkeit des Mia40-Redoxzustandes von Hotl3 fest. Mia40 wird in Abwesenheit
von Hotl3 bereits durch 7,5 mM GSH vollstindig reduziert, wihrend es in Wildtyp-
Mitochondrien bis zu einer GSH-Konzentration von 22,5 mM groftenteils oxidiert
vorliegt. Ein dhnliches Verhalten konnte in ErvI-depletierten Mitochondrien beobachtet
werden, der Phianotyp war dort aber deutlich stirker ausgeprigt. So liegt Mia40 in Erv1-
depletierten Mitochondrien bereits ohne Zugabe von Reduktionsmitteln zu 50% in der

reduzierten Form vor, wiahrend in Mitochondrien der Ahotl3-Mutante Mia40 erst durch
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Zugabe betrachtlicher GSH-Konzentrationen reduziert wird. Da auch in Ahotl3-
Mitochondrien Mia40 teilweise oxidiert ist, ist es nicht verwunderlich, dass Hot13 nicht
essentiell ist. Dennoch zeigt dieses Ergebnis entgegen den Erwartungen, dass Hot13 die
Funktion von Ervl wihrend des Importprozesses vielmehr unterstiitzt als ihr
entgegenwirkt. Nun muss man sich aber fragen, welcher Art die scheinbar oxidierende
Funktion von Hotl3 tatsdchlich ist, da Hotl3 selbst keine Oxidaseaktivitdt aufweist.
Aktiviert es die Funktion von Erv1? Oder koordiniert es Metallionen, die Mia40 zuvor
gebunden hatte und die seine Oxidation verhindern? Dazu wurde ein Experiment
durchgefiihrt, in dem wiederum Wildtyp- und Ahotl3-Mitochondrien mit GSH in
Gegenwart von EDTA und o-Phenanthrolin inkubiert wurden. Dadurch konnte gezeigt
werden, dass die Deletion von Hot13 durch Zugabe von Chelatoren supprimiert werden
kann. Das legt nahe, dass Hotl3 Metallionen koordiniert. Tatséchlich zeigten
Metallmessungen mit rekombinantem Hot13, dass Zinkionen von Hotl13 im Verhiltnis

0,8:1 gebunden werden konnen (Daten nicht gezeigt).

4.2.3 Die Rolle von Metallionen im Importprozess

Wie bei den meisten mitochondrialen Proteinen ist der erste Schritt im
Importprozess von Tim13 und Cox17 die Uberquerung der AuBenmembran mit Hilfe
des TOM-Komplexes (Lutz et al., 2003). Im Gegensatz zu Proteinen mit N-terminalen
oder internen Sortierungssignalen benétigen sie aber die Rezeptorkomponenten des
TOM-Komplexes Tom20 und Tom70 nicht (Kurz et al., 1999). Wie bereits in Kapitel
4.1.1 beschrieben, kommt es anschlieBend im Intermembranraum zur Interaktion mit
dem Rezeptor Mia40, der durch Oxidation des Polypeptids fiir eine stabile Faltung
sorgt. Allerdings gibt es Evidenz fiir die Bindung von Zinkionen durch Timl3 in
Abhingigkeit von den Cysteinmotiven in vitro (Hofmann et al., 2002; Sirrenberg et al.,
1998; Paschen et al., 2000), und in vivo konnte die reduzierte Konformation
nachgewiesen werden (Lutz et al., 2003). Da sich in vorherigen Experimenten nur
denaturiertes Protein als importkompetent erwies, nahm man an, dass sich die Faltung
von Tim13 erst nach Erreichen des Intermembranraums einstellt (Lutz et al., 2003). In
dieser Arbeit wurde aber zumindest fiir Cox17 gezeigt, dass es in Assoziation mit
Metallionen die Aulenmembran passieren und mit Mia40 interagieren kann. Dabei wird
Mia40 in die reduzierte Konformation iiberfiihrt. Interessanterweise wiirde das
Redoxpotential der kleinen Tim-Proteine eine Oxidation ihrer Cysteinreste direkt nach

der Synthese im Zytosol zulassen. Daher wurde vorgeschlagen, dass sie dort bereits
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Zinkionen binden, um die fiir den Import notwendige reduzierte Konformation zu
stabilisieren (Lu et al., 2005). Der Porendurchmesser von Tom40 wiirde den Import von
Zink-bindendem Tim13 erlauben und auch der ADP/ATP-Carrier und Tim23 passieren
den TOM-Komplex in partiell gefalteter Konformation (Endres et al., 1999). Proteine
mit konservierten Cysteinmotiven konnten in Assoziation mit Metallionen in den
Intermembranraum gelangen. Dort konnte durch Interaktion mit Mia40 nicht nur der
Transfer von Disulfidbriicken auf das Substrat, sondern auch die Ubertragung von
Metallionen auf Mia40 stattfinden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Zugabe von Chelatoren in einer Ahotl3-Mutante den Effekt auf den Mia40-Redoxstatus
komplementieren kann. Ubereinstimmend ist eine mdgliche Funktion von Hotl3 die
Koordination von Zink, das von Mia40 gebunden wird, wodurch eine effizientere
Oxidation ermdglicht wiirde. Fiir rekombinantes Mia40 wurde bereits nachgewiesen,
dass es spezifisch Zink- und Kupferionen binden kann (Terziyska et al., 2005). Ob
Mia40 allerdings in vivo Metallionen komplexiert solange es im reduzierten Zustand

vorliegt, bleibt zu untersuchen. In vivo scheint Mia40

SH

Mia40

Abb.4.2. Modell der Regeneration von Mia40 durch Ervl und Hot13
Durch den Import von reduzierten, Zink-bindenden Substratproteinen wird
Mia40 in die reduzierte Konformation iiberfiihrt. In reduzierter Form kénnen
die Cysteinreste von Mia40 das Zink aus dem Substrat koordinieren. Durch
Hotl3 kann das Zink anschlieBend gebunden und die Cysteinreste
freigegeben werden. Nun kann Ervl mit den freien Thiolgruppen
interagieren und diese oxidieren.
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vornehmlich in oxidiertem Zustand vorzuliegen. Durch die Modifikation der
Sulfhydrylgruppen in Mia40 mit AMS in isolierten Mitochondrien konnte der Grofteil
in der oxidierten Konformation nachgewiesen werden. Ein geringer Teil lag aber in der
reduzierten Form vor (Grumbt et al., 2007)

Fiir Sodl, einem Kupfer- und Zink-bindenden Protein im Intermembranraum der
Mitochondrien, wurde ebenfalls ein Kupferionen- und Disulfidbriickentransfer
vorgeschlagen. In dem Fall ist der Transfer allerdings unidirektional (Field et al., 2003).
Holo-Sod1 koordiniert neben Kupfer noch ein Zinkion. Wie dieses in das Protein
gelangt, ist nicht bekannt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es bereits beim

Eintritt in den Intermembranraum gebunden ist.

4.3 Glutaredoxine im sekretorischen Transportweg

Die Daten dieser Arbeit zum Mia40-Ervl-abhdngigen Import von
Intermembranraumproteinen legen nahe, dass Substrate nach der Interaktion mit Mia40
zundchst oxidiert freigesetzt werden. In anderen Arbeiten wurde endogenes Tim13 in
reduzierter Konformation nachgewiesen (Lutz et al., 2003, vergl. 4.2.3). Die scheinbar
widerspriichlichen Ergebnisse konnten durch einen an die Mia40-Substrat-Interaktion
anschlieenden reduktiven Schritt erklart werden. Zunichst schien Hot13 ein Kandidat
zu sein, der oxidiertes Tim13 wieder reduzieren kénnte. Nach der Uberpriifung friiherer
Daten von Koehler und Kollegen konnte die Reduktasefunktion von Hotl3 aber
ausgeschlossen werden (vergl. Kapitel 4.2.2). Daher galt es zu iiberpriifen, ob andere

Enzyme mit reduzierender Aktivitdt im Intermembranraum lokalisiert sind.

4.3.1 Die Entdeckung neuartiger Monothiolglutaredoxine

Die Glutaredoxin-Familie umfasst eine groflere Gruppe verwandter Enzyme, die
ubiquitdr in verschiedenen Kompartimenten der Zelle vorkommen. Es wurden sogar,
wie in Abbildung 3.3.1 dargestellt, bereits zwei bekannte Glutaredoxine in
Mitochondrien lokalisiert. Dabei handelt es sich um Grx2 und Grx5. Grx5 liegt
ausschlieBlich in der mitochondrialen Matrix vor. Grx2 wird ausgehend von zwei
alternativen Startcodons gebildet. Die lidngere Variante besitzt eine N-terminale
Prasequenz, die das Protein in die Matrix leitet. Die Doppeldeletion von Grx2 und
Grx5, nicht aber die Einzeldeletionen, ist letal fiir die Hefe, was bedeutet, auch Grx2 iibt
seine Funktion in der mitochondrialen Matrix aus (Luikenhuis et al., 1998; Rodriguez-
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Manzaneque et al., 1999; Porras et al., 2006). Daher wollten wir weitere Glutaredoxine
mit putativer Lokalisation im mitochondrialen Intermembranraum identifizieren.

In dieser Arbeit werden zwei neuartige Mitglieder dieser Familie beschrieben, die
Grx6 und Grx7 genannt wurden und sich strukturell sehr dhneln. Im Laufe der
Evolution kam es zur Verdopplung des Genoms von S. cerevisiae (Wolfe und Shields,
1997) und dabei moglicherweise auch zur Duplikation eines Vorldufers von GRX6 und
GRX7. In anderen Pilzen, deren Genom nicht verdoppelt wurde, konnte jeweils nur ein

Protein mit Homologie zu Grx6 und Grx7 nachgewiesen werden.

4.3.2 Lokalisation und Topologie von Grx6 und Grx7

Sowohl Grx6 als auch Grx7 tragen N-terminale Signalsequenzen und wurden in
isolierte Mikrosomen ATP-, aber nicht Membranpotential-abhéngig importiert. Dies ist
charakteristisch fiir den Proteinimport in das endoplasmatische Retikulum, nicht aber
fiir Mitochondrien. In Immunfluoreszenzexperimenten (siche Kapitel 3.3.2) konnten
sowohl Grx6 als auch Grx7 mit Sed5, einem Markerprotein des cis-Golgi-Apparates,
kolokalisiert werden. Zusitzlich zeigte die zelluldre Subfraktionierung (Daten hier nicht
gezeigt) die Komigration mit Anpl, das ebenfalls im cis-Golgi-Apparat lokalisiert ist.
Somit konnte die mitochondriale Lokalisation und eine Rolle beim Import in den
mitochondrialen Intermembranraum fiir beide Glutaredoxine ausgeschlossen werden.
Dennoch waren sie von besonderem Interesse, da zuvor keine redoxaktiven Proteine im
Golgi-Apparat beschrieben worden waren.

Die Hydrophobizititsanalyse von Grx6 und Grx7 sagte einen stark hydrophoben
Bereich am N-Terminus der Proteine voraus. Dieser Bereich bildet mdglicherweise eine
Transmembrandoméne, die die Proteine in der cis-Golgi-Membran verankert. Durch
eine Carbonatextraktion aus isolierten Mikrosomen wurde dies liberpriift. Grx7 wurde
in der Pelletfraktion mit Erpl gefunden, was fiir die Membranintegration des
Glutaredoxins spricht. Da das Protein in intakten Mikrosomen Protease-resistent war,
muss die 16sliche katalytische Doméne zum Golgi-Lumen orientiert sein. Proteine, die
dem sekretorischen Transportweg folgen, werden typischerweise wihrend ihrer
Insertion ins endoplasmatische Retikulum oxidiert und man hat angenommen, dass sie
diese Konformation beibehalten. Daher war die Entdeckung von Glutaredoxinen im
Golgi-Apparat iiberraschend. In Ubereinstimmung mit einer unvermuteten Reduktion in
den beteiligten Kompartimenten wurde kiirzlich ein neuer Regulationsmechanismus fiir

Erol beschrieben. Erol verfiigt iiber 14 Cysteinreste, von denen 4 essentiell fiir die
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katalytische Aktivitit sind. Um die Oxidation von Pdil zu katalysieren, miissen diese
Cysteinreste selbst zuvor oxidiert vorliegen. Allerdings konnte nachgewiesen werden,
dass Erol, wenn bestimmte Cysteinreste aullerhalb des aktiven Zentrums oxidiert sind,
eine geringere katalytische Aktivitit aufweist als partiell reduziertes Protein (Sevier et
al., 2007). Offensichtlich ist auch 1im endoplasmatischen Retikulum das
Redoxgleichgewicht nicht vollstindig auf die Seite der Oxidation verschoben und es

gibt Mechanismen, die eine Uberoxidation dieses Kompartiments verhindern.
4.3.3 Grx6 und Grx7 besitzen Glutaredoxinaktivitat

Zunichst hatten wir Grx6 und Grx7 aufgrund ihrer Homologie zur
Glutaredoxindomine von Grx1-5 den Glutaredoxinen zugeordnet. Um zu iiberpriifen,
ob Grx6 und Grx7 tatsdchlich Glutaredoxinaktivitit besitzen, wurden sie im
sogenannten HEDS(2-Hydroxyethyldisulfid)-Assay getestet. Grx6 zeigte vergleichbare
Aktivitdt mit der Positivkontrolle PfGrx, wéhrend die von Grx7 sogar deutlich hoher
war. Bisher konnte nur die Aktivitit von Dithiolglutaredoxinen im HEDS-Assay
gemessen werden. Vorhergehende Versuche mit anderen Monothiolglutaredoxinen wie
Grx4 aus E. coli (Fernandes et al., 2005), Glps (Glutaredoxin like proteins) aus
Plasmodium falciparum (Deponte et al., 2005; Rahlfs et al., 2001), und Grx3, Grx4 und
Grx5 aus Hefe (Tamarit et al.,, 2003; Herrero et al, 2007) konnten keine
Glutaredoxinaktivitit nachweisen. Der Reaktionsmechanismus der Dithiolglutaredoxine
ist gut verstanden, wohingegen der der Monothiolglutaredoxine weitgehend ungeklart
ist und moglicherweise auch innerhalb der Gruppe variiert. Zum Beispiel besitzt Grx5
einen zweiten Cysteinrest aulerhalb des aktiven Zentrums, der wahrscheinlich in den
Elektronentransfer involviert ist (Tamarit et al., 2003). Grx6 und Grx7 enthalten aber
kein weiteres Cystein aullerhalb des CXXS-Motivs und miissen daher einem
abweichenden Mechanismus folgen. Interessanterweise kann bei Dithiolmutanten, in
deren katalytischem Zentrum ein Cystein gegen ein Serin ausgetauscht wurde, noch
Glutaredoxinaktivitit gemessen werden. Daher wurde filir diese Mutanten ein
Mechanismus postuliert, bei dem ein gemischtes Disulfid zwischen Substratprotein und
GSH gebildet wird, das anschlieBend vom Glutaredoxin in das reduzierte Substrat und
GSSG konvertiert wird (Bushweller et al., 1992). Bemerkenswerterweise besteht
strukturell eine héhere Ahnlichkeit von Grx6 und Grx7 mit bereits charakterisierten
Dithiolglutaredoxinen wie Grx1 und Grx2. Unter anderem ist dies auf eine Insertion von

fiinf Aminosduren zwischen einem hochkonservierten Lysinrest und dem Cysteinrest
95



Diskussion

des aktiven Zentrums bereits charakterisierter Monothiolglutaredoxine zuriickzufiihren,
die in Grx6 und Grx7 und den Dithiolglutaredoxinen nicht vorkommt (Mesecke ef al.,
2008).

Dies bedeutet, dass Proteine des sekretorischen Transportweges nicht nur hohen
Mengen Glutathion ausgesetzt werden, sondern auch reduzierenden Enzymen.
Allerdings gibt es keine Evidenz fiir eine spétere Reduktion sekretorischer Proteine
nach der Oxidation im endoplasmatischen Retikulum. Das bedeutet, Grx6 und Grx7
erfiilllen vermutlich keine generelle Funktion als Reduktase im cis-Golgi-Apparat.

Fiir rekombinantes Grx6 konnte die Bindung eines Eisen-Schwefel-Clusters in
vitro dhnlich der im humanen Grx2 gezeigt werden. Desweiteren wurden mit der Eisen-
Schwefel-Cluster ~ bindenden  oder  freien  Form  unterschiedlich  starke
Glutaredoxinaktivititen assoziiert (Mesecke et al., 2008). Aullerdem wurde im Rahmen
dieser Arbeit die erhohte Sensitivitit gegeniiber oxidativem Stress in der Agrx6-Mutante
beobachtet. Moglicherweise nimmt es wie menschliches Grx2 in Mitochondrien eine
Sensorfunktion fiir oxidativen Stress im sekretorischen Transportweg ein (Lillig et al.,

2005; Johansson et al., 2007).

4.3.4 Grx7 zeigt keinen Einfluss auf die oxidative Proteinfaltung durch Pdil

Um zu iberprifen, ob die Glutaredoxine einen generellen Einfluss auf die
oxidative Proteinfaltung im sekretorischen Transportweg z.B. durch die Modifikation
der Pdil-Isomeraseaktivitit haben, wurde die Aktivitit von RNase, einem
Modellsubstrat von Pdil, gemessen. Dabei konnte Pdil falsche Disulfidbriicken in der
RNase isomerisieren und somit die RNase regenerieren. Die Inkubation von RNase mit
Grx7 hatte aber keinen nennenswerten Einfluss auf ihre Aktivitdt. Das bedeutet, Grx7
besitzt im Gegensatz zu Pdil keine Isomeraseaktivitit zur Regeneration der RNase. Da
es sich bei Pdil um ein losliches Protein handelt, kann es durch den Vesikeltransport
vom endoplasmatischen Retikulum in den cis-Golgi-Apparat gelangen. Aufgrund seines
Retentionssignals akkumuliert es aber durch Retrotransport im endoplasmatischen
Retikulum. Dennoch besteht die Mdglichkeit, dass Pdil mit Grx7 interagiert und
Reduktionsidquivalente von dem Glutaredoxin bezieht, die fiir
Isomerisierungsreaktionen im endoplasmatischen Retikulum benétigt werden.
Allerdings zeigte auch die Kombination von Grx7 und Pdil keine nennenswerte
Verianderung der Pdil-Aktivitdt. Weitere Versuche, Pdil vor der Inkubation mit RNase

zu oxidieren und anschlieBend durch Grx7 zu reduzieren, schlugen fehl. Einmal
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oxidiertes Pdil konnte nicht wieder durch Grx7 reduziert werden und Aktivitdt im

RNase-Riickfaltungsassay war nicht mehr detektierbar (Daten hier nicht gezeigt).
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S Zusammenfassung

Nahezu alle mitochondrialen Proteine sind im Zellkern kodiert und werden im
Zytosol synthetisiert. Von ihrem Syntheseort gelangen diese Proteine iiber spezifische
Mechanismen an ihren Bestimmungsort. Die Komplexe, die den Import von
AuBenmembran-, Innenmembran- und Matrixproteinen katalysieren, sind relativ gut
untersucht. Der Import von Proteinen des mitochondrialen Intermembranraums ist
dagegen weniger gut verstanden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte der
Importmechanismus fiir 16sliche Intermembranraumproteine untersucht werden, die
durch konservierte Cysteinmotive charakterisiert sind. Vor kurzem konnte Mia40 als
erste Komponente dieses Importweges identifiziert werden.

Mia4(0 interagiert mit neu importierten Intermembranraumproteinen mit
konservierten Cysteinmotiven tiiber Disulfidbriicken. Die Ausbildung dieser
Disulfidbriicken ist essentiell fiir den Import der Proteine, wohingegen die Bindung von
Kofaktoren den Import nicht direkt zu beeinflussen scheint.

Die Sulfhydryloxidase Ervl konnte als eine weitere Komponente dieses Systems
identifiziert werden. Thre Sulfthydryloxidaseaktivitdt wurde in vivo nachgewiesen. Ervl
interagiert direkt mit Mia40 und erhilt es im oxidierten, aktiven Zustand. Oxidiertes
Mia40 wirkt als Importrezeptor, der ein gemischtes Disulfid mit neu importierten
Proteinen bildet. Durch Isomerisierung Ttbertragt Mia40 seine Disulfidbriicke
schlieBlich auf das Substratprotein, was zur Reduktion von Mia40 fiihrt. Um
importkompetentes Mia40 zu regenerieren, muss die Oxidation von Mia40 durch Ervl
erfolgen.

Dieser Importweg dhnelt Mechanismen der oxidativen Proteinfaltung im
endoplasmatischen Retikulum und im bakteriellen Periplasma. Im endoplasmatischen
Retikulum sind Proteine der ERV/ALR-Familie an der Oxidation sekretierter Proteine
beteiligt.

Da in friiheren Arbeiten reduziertes Tim13 in vivo nachgewiesen wurde, wurde in
dieser Arbeit untersucht, ob sich moglicherweise ein Reduktionsschritt an den Mia40-
Ervl-abhingigen Importprozess anschliet. Das Intermembranraumprotein Hot13
wurde zuvor als Assemblierungsfaktor fiir die kleinen Tim-Proteine mit
Reduktaseaktivitit beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine
Reduktaseaktivitit von Hotl3 nachgewiesen werden. Hot13 ist allerdings in der Lage,

die Oxidation von Mia40 zu unterstiitzen. Dies erfolgt wahrscheinlich durch die
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Bindung von Zink an Hotl3, durch die die Oxidation des metallfreien Mia40
vereinfacht wird.

Auf der Suche nach einer Reduktase im mitochondrialen Intermembranraum
wurden zwei neuartige Glutaredoxine identifiziert, die als Grx6 und Grx7 bezeichnet
wurden. Grx6 und Grx7 sind im cis-Golgi-Apparat lokalisiert. Somit konnte ihre Rolle
im Importprozess in Mitochondrien ausgeschlossen werden. Dennoch sind sie aufgrund
der Lokalisation im sekretorischen Transportweg von besonderem Interesse. Ihre
Glutaredoxinaktivitdt konnte in vifro nachgewiesen werden, sie haben aber keinen
Einfluss auf die  Isomerisierung  sekretorischer  Proteine  durch  die

Proteindisulfidisomerase.
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Abkiirzungsverzeichnis

7 Abkiirzungsverzeichnis

B-ME B-Mercaptoethanol

g Erdbeschleunigung

ng Mikrogramm

ul Mikroliter

um Mikrometer

A Absorption

Amp Ampicillin

AMS 4-Acetamido-4'-((iodoacetyl)amino)stilbene-2,2'-disulfonsdure
APS Ammoniumperoxodisulfat
ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA bovine serum albumine

Ci Curie

cm Zentimeter

CMP Cytidinmonophosphat

D Dextrose/Glukose

DMSO Dimethylsufoxid

DNS Desoxyribonukleinsdure

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum
FAD Flavinadenindinukleotid

GFP green fluorescent protein
GSH Glutathion, reduziert

GSSG Glutathion, oxidiert

NADH Nicotinamidadenindinukleotid, reduziert
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, reduziert
NEM N-Ethylmaleimid

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
SDS Natriumdodecylsulfat

U Units
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