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Zusammenfassung

Eisen-Schwefel-Cluster (Fe/S-Cluster) sind essentielle und vielseitige Kofaktoren zahlreicher Proteine
und kommen in allen bekannten Lebensformen vor. Trotz ihrer vergleichsweise einfachen Struktur
erfordert ihre Biosynthese und der Einbau in Apoproteine komplexe Synthesemaschinerien, die
evolutionar konserviert sind. Im eukaryotischen Modellorganismus S. cerevisiae hangt die Biogenese
mitochondrialer Fe/S-Proteine von der mitochondrialen ISC-Maschinerie ab, wahrend die Synthese
zytosolischer und nukledrer Fe/S-Proteine zuséatzlich noch die mitochondriale ISC-Export- und die
zytosolische CIA-Maschinerie erfordert. Sowohl die Biosynthese mitochondrialer Fe/S-Proteine als
auch die von zytosolischen oder nukledren Fe/S-Proteinen kann in zwei biochemische
Hauptreaktionen eingeteilt werden. Nach der de novo Assemblierung eines Fe/S-Clusters auf einem
Gerlstprotein wird der so vorgefertigte Cluster auf das eigentliche Zielprotein ibertragen und dort
inseriert. Wahrend nahezu alle Komponenten der Biogenesemaschinerien mittlerweile bekannt sind,
ist der molekulare Mechanismus der in vivo Fe/S-Cluster Biosynthese noch in vielen Punkten
ungeklart.

Fir die de novo Assemblierung von Fe/S-Clustern auf dem Geristprotein Isul der mitochondrialen
ISC-Maschinerie ist die Elektroneniibertragung durch ein Ferredoxin essentiell. Im ersten Teil dieser
Arbeit wurde gezeigt, dass sich eukaryotische mitochondriale Ferredoxine funktionell und strukturell
in drei Untergruppen aufteilen lassen. Wahrend die Mitglieder der ersten Untergruppe wie humanes
Ferredoxin Fdx2 spezifisch an der Fe/S-Cluster Biogenese und der Hdm A Biosynthese beteiligt sind,
liefern die Ferredoxine der zweiten Untergruppe wie das Fdx2-verwandte humane Ferredoxin Fdx1
Elektronen fiir die Steroidbiogenese durch Cytochrom P450 Enzyme (CYP). Die dritte Untergruppe
bilden die noch vielseitigeren Ferredoxine aus Pilzen wie Yahl aus S. cerevisiae, das neben den
Funktionen des Fdx2 auch noch eine essentielle Rolle in der Biosynthese von Koenzym Qg spielt. In
dieser Arbeit wurde die Struktur des humanen Ferredoxins Fdx2 mit einer Auflésung von 1,7 A durch
Rontgenstrukturanalyse bestimmt. Im Vergleich zur schon bekannten Struktur von Fdx1 besitzt Fdx2
eine nahezu identische Faltung. Strukturelle Unterschiede wurden nur in der a-Helix C sowie im
Bereich nach a-Helix C gefunden. Dies warf die Frage nach der strukturellen Basis flir die hohe
Substratspezifitat der beiden humanen Ferredoxine auf. Durch genetische und biochemische
Experimente konnte gezeigt werden, dass der hoch konservierte C-Terminus von Fdx2 essentiell fir
die in vivo Funktion des Proteins in der Biogenese von Fe/S-Clustern ist. Ein in der Fe/S-Cluster
Biogenese funktionelles Fdx1 konnte durch die Ubertragung der 27 C-terminalen Aminosauren des
Fdx2 an den Fdx1 C-Terminus erzeugt werden. Weitere Sequenzaustausche im Bereich der a-Helix C
sowie in der Fe/S-Cluster-bedeckenden Schlaufe erhéhten die Funktionsfihigkeit des Fdx1 in der
Fe/S-Proteinbiogenese, was die Rolle dieser Reste bei der Erzeugung der Substratspezifitat
nachweist. Umgekehrt gelang es, in Fdx2 eine Elektronentbertragungsfunktion auf CYP einzufiihren.

Die hierfiir kritische Mutation wurde als R73E identifiziert. Die Umfunktionalisierung des Fdx2 war
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Uberraschenderweise nicht abhangig von der Sequenz am C-Terminus. Da die Funktionsiibertragung
durch die R73E Mutation nur partiell erfolgte, scheint diese Schliisselaminosaure nicht allein
verantwortlich fir die Spezifitdt von Fdx1 fir CYP zu sein. Der positiv geladene Rest R73 im Fdx2
kénnte daher eher verhindern, dass dieses Ferredoxin Elektronen auf CYP (ibertragen kann. Die
theoretische Analyse des Dipolmomentes der Ferredoxine Fdxl und Fdx2 ergab, dass die
Dipolmomentvektoren der beiden Ferredoxine nahezu senkrecht zueinander stehen. Da die
Interaktion der hochgeladenen Ferredoxine mit ihren Proteinpartnern auf Ladungswechselwirkungen
beruht, deutet dieser Unterschied auf einen elektrostatischen Steuerungseffekt bei der Annaherung
der Ferredoxine an den entsprechenden Elektronenakzeptor als mogliche Unterstitzung der
Funktionsspezifitdat hin. Ein solcher Steuerungseffekt konnte ein allgemeines Prinzip bei der
Anndherung von Proteinen in transienten Elektronentransferkomplexen darstellen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit gelang mit der Identifizierung des Geristproteins Isul als in vivo
Interaktionspartner von Yah1 der erste experimentelle Nachweis fiir die direkte Wechselwirkung der
Elektronentransferkette  Arhl-Yahl mit weiteren Komponenten der mitochondrialen
ISC-Maschinerie. Dieser Nachweis schlieBt eine Licke im Geflecht der Proteininteraktionen der
mitochondrialen ISC-Maschinerie und gelang trotz der intrinsischen Kurzlebigkeit von Protein-
Protein-Wechselwirkungen wahrend Elektronentransferprozessen. Ursachlich hierfiir war, dass das
verwendete Yahl Protein aufgrund einer C-terminalen Modifikation seine Dynamik und damit die
Fahigkeit zur Interaktion mit den Elektronenakzeptoren der Koenzym Qg oder Ham A Biosynthese
partiell eingebiiRt hatte. Die Yahl-lsul Interaktion deutet an, dass Yahl Elektronen zur in vivo
Herstellung der Fe/S-Cluster-assoziierten Sulfidionen aus einem Isul-gebundenem Cysteinpersulfid
liefert. Diese Hypothese muss in weiteren in vitro Experimenten getestet werden.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde die stabile Interaktion des WD-Repeat Proteins Cial mit drei
weiteren Komponenten der eukaryotischen CIA-Maschinerie in vivo gezeigt. Durch Mutation des
Restes R127 sowie weiterer auf der Proteinoberseite sowie seitlich in Propellerblatt 3 gelegener
Aminosaurereste wurde ein volliger Funktionsverlust des Cial Proteins erreicht. Dies flhrte zur
Schwachung beziehungsweise zum Verlust der Interaktion von Cial mit Narl, wahrend Cia2 und
Met18 weiterhin stabil gebunden blieben. Aus diesen umfangreichen Mutationsanalysen konnte die
Bindungsstelle des Narl auf Cial identifiziert werden. Narl bindet demnach klammerartig an Cial,
was als Kontaktbasis fiir die Interaktion mit anderen CIA-Komponenten genutzt werden kdnnte.
Zusammenfassend lieferte diese Arbeit einen wesentlichen Beitrag zum Verstandnis der strukturellen
Basis der hohen Substratspezifitaten von zwei dhnlichen Elektronentransferproteinen, es gelang der
erste experimentelle Nachweis einer Wechselwirkung des mitochondrialen Ferredoxins Yahl mit
dem Isul Geristprotein, und es wurde die Interaktionsstelle des Narl auf Cial kartiert. Die
Untersuchungen verbessern damit das Verstandnis der Funktion und Wechselwirkung von ISC- und

CIA-Komponenten bei der Biogenese von Fe/S-Proteinen in Eukaryoten.
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Summary

Iron-sulfur clusters (Fe/S-clusters) are essential and versatile cofactors of numerous proteins and are
present in virtually all living organism. Despite their relatively simple structure, their biosynthesis and
assembly into apoproteins requires complex multi-protein biosynthesis-machineries which are
conserved in eukaryotes. In the eukaryotic model organism S. cerevisiae the biogenesis of
mitochondrial Fe/S-proteins depends on the mitochondrial ISC assembly system, whereas the
synthesis of cytosolic and nuclear Fe/S-proteins additionally requires the mitochondrial ISC export
machinery and the cytosolic CIA machinery. The biosynthesis of both mitochondrial and
cytosolic-nuclear Fe/S-proteins occurs in two major steps. First, an Fe/S-cluster is synthesized de
novo on a scaffold protein. Second, the preassembled Fe/S-cluster is transferred and inserted in the
target apoprotein. Whereas nearly all components of the biosynthesis machineries have been
identified, the molecular mechanisms of Fe/S-cluster biosynthesis within the living cell are widely
unknown.

The de novo synthesis of Fe/S-clusters on the scaffold protein Isul of the mitochondrial ISC-assembly
machinery requires an electron transfer by the NAD(P)H - ferredoxin reductase - ferredoxin chain. In
the first part of this study it was shown that mitochondrial ferredoxins functionally and structurally
are comprised of three distinct subclasses. Whereas members of the first subclass like human
ferredoxin Fdx2 are specifically required for Fe/S-cluster biogenesis and heme A biosynthesis,
ferredoxins of the second subclass such as the Fdx2-related human Fdx1 deliver electrons for steroid
biosynthesis by cytochrome P450 enzymes (CYP). The third subclass is formed by the even more
versatile ferredoxins from fungi including Yahl from S. cerevisiae, which in addition to the functions
of Fdx2, also plays an important role in the biosynthesis of coenzyme Qgs. In this work, the
three-dimensional structure of human ferredoxin Fdx2 was determined at 1,7 A resolution using
X-ray structure analysis. The folding of Fdx2 is virtually identical to that of Fdx1, despite the distinct
substrate specificities of the two proteins. Structural differences were only observed in a-helix C and
the region right after a-helix C. Genetic and biochemical experiments showed that the highly
conserved C-terminus of Fdx2 is essential for its specific in vivo function in the biogenesis of Fe/S-
clusters. An Fdx1 protein, which functions in Fe/S-cluster biogenesis, was successfully generated
after exchange of the last 27 amino acids against the respective sequence from Fdx2. Further amino
acid exchanges in the region of a-helix C and the loop covering the Fe/S-cluster increased the
functionality showing the importance of these regions for substrate specificity. Vice versa, the
generation of electron transfer capacity from Fdx2 to CYP was successful after introduction of the key
mutation R73E. In this case, the gain of function was independent of the C-terminus. The efficiency of
specificity transfer was not complete; hence the key residue 73 is not solely responsible for the

functional specificity. In fact, other global factors within the structure of the protein contribute to the
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specificity. It appears that the positively charged residue R73 in Fdx2 may inhibit transfer of electrons
to CYP. Theoretical analysis of the dipole moment revealed an almost perpendicular orientation
within the ferredoxins Fdx1 and Fdx2, despite their striking structural similarity. As the interaction of
the highly charged ferredoxins with protein partners is based on charge-charge interactions, the
difference in dipole moment orientation suggests an electrostatically driven steering mechanism
during the encounter of the ferredoxins with their respective electron acceptors as a possible reason
for their high degree of functional specificity. The steering effect might be a general mechanistic
principle during the approach of proteins in electron transfer reactions.

In the second part of this study the scaffold protein Isul was identified as an in vivo interaction
partner of Yah1l. This finding provides the first experimental evidence for the direct interaction of the
electron transfer chain Arhl-Yahl with another component of the mitochondrial ISC assembly
machinery. In addition, this observation closes an important gap in the network of protein-protein
interactions of the mitochondrial ISC-machinery and was detected despite the intrinsic short lifetime
of protein interactions during electron transfer reactions. Fittingly, the interaction was only observed
with Yah1l protein, which, due to a C-terminal modification, had lost its dynamics and ability to
interact with the electron acceptors of heme A or coenzyme Qg biosynthesis. The interaction of Yahl
with Isul may indicate an in vivo involvement of Yah1 in generating the Fe/S cluster sulfide moiety
from the Isul-bound persulfide. This hypothesis can now be tested by in vitro experiments.

In a third part of this study the stable and simultaneous interaction of the WD-repeat protein Cial
with three other components of the CIA machinery, Narl, Cial and Cia2 could be shown in vivo.
Mutational studies revealed the binding site of Narl. Exchange of Cial residue R127 and further
amino acids located on the top or lateral side of propeller blade three led to a complete loss of
function, which was accompanied by a decreased or lost interaction between Cial and Narl,
whereas Cia2 and Met18 still were stably bound to Cial. Together, the mutational studies suggest
that Narl binds to Cial in a clamp-like fashion.

In summary this study i) contributed to the understanding of the structural basis for the substrate
specificities of two highly related human electron transfer ferredoxins, ii) showed the direct
interaction of the mitochondrial ferredoxin Yah1 with the ISC scaffold protein Isul, and iii) mapped
the interaction site of Narl on the WD repeat protein Cial of the CIA machinery. These analyses
provide an improved understanding of the function and the cooperation of components of the

ISC machinery and the CIA machinery in the biogenesis of Fe/S proteins in eukaryotes.
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1 Einleitung

1.1. Biologische Bedeutung von Eisen

Obwohl Eisen das vierthaufigste Element der Erdkruste ist, enthdlt der menschliche Kérper eines
Erwachsenen nur etwa 2 bis 4 g Eisen (Nemeth & Ganz, 2006). Dennoch ist Eisen sowohl fir
Menschen als auch fiir fast alle anderen lebenden Organismen ein essentieller Nahrstoff, da es fiir
eine ganze Reihe wichtiger biochemischer Prozesse benétigt wird, unter anderem den DNA-
Stoffwechsel und die zelluldare Respiration. Der essentielle Charakter von Eisen beruht einerseits auf
der Eigenschaft, in biologischem Milieu verschiedene Redoxzustande annehmen und zwischen ihnen
umschalten zu kénnen sowie andererseits auf der Fahigkeit, an Sdure-Base-Reaktionen teilnehmen
zu kénnen. Gleichzeitig kann die Redoxaktivitdt von Eisen in Lésung auch negative Folgen haben, da
freies Eisen (ll) eine toxische Wirkung hervorrufen kann, die durch die Bildung freier Radikale
verursacht wird (,,Fenton Chemie”) (Chamnongpol et al, 2002). Es ist somit nicht Gberraschend, dass
hohere Eukaryoten wie der Mensch die Eisenaufnahme, -verteilung und -wiederverwertung sowohl
auf zelluldrer Ebene als auch auf systemischer Ebene streng regulieren (Hentze et al, 2010; Rouault &
Tong, 2005). Darliber hinaus gibt es mit der Abwehr von Krankheitserregern einen weiteren Grund,
warum in Saugern die extrazelluldare Eisenkonzentration extrem gering ist. Als antimikrobielle
Abwehrstrategie besitzen Sauger ein ausgekligeltes System, um die freie Eisenkonzentration so
gering wie moglich zu halten, da dadurch Eisen in vielen Fallen zum Wachstum limitierenden Faktor
wird (Sutak et al, 2008). Eisen ist aber nicht nur fiir Humanpathogene schlecht verfligbar, sondern fir
viele andere Mikroorganismen auch. Unter anaeroben Bedingungen ist die Loslichkeit von Eisen (Il)
zwar gut, nach Oxidation zu Eisen (lll), z.B. durch Luftsauerstoff unter aeroben Bedingungen,
hingegen ist die Bioverfligbarkeit von Eisen recht schlecht. Dies liegt vor allem daran, dass bei
physiologischem pH-Wert oxidiertes Eisen (lll) zu unléslichen Eisen(lll)-Hydroxid-Komplexen reagiert
und dadurch auch fir Mikroorganismen wie Hefen wachstumslimitierend wirkt (Kosman, 2003). Um
Eisen auch unter aeroben Bedingungen verfligbar zu machen, haben Mikroorganismen eine ganze

Reihe von Eisenaufnahmemechanismen entwickelt (Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1 (Seite 5): Zelluldire Eisenaufnahmewege von S. cerevisiae ohne intrazellulire Verteil- und
Wiederverwertungsmechanismen. Die biologische Aufnahme und intrazellulire Verwendung von Eisen in drei

verschiedenen Klassen von Proteinen ist unabhangig von der subzelluldren Verteilung dargestellt. Details siehe Text.

Die Knospungshefe S. cerevisiae verfligt neben einem hochaffinen tber ein niederaffines System zur
Aufnahme von freiem Eisen (Kosman, 2003; Rutherford & Bird, 2004). Ersteres weist einen Ky-Wert
von 200 nM auf, basiert auf der Oxidation von extrazelluldrem Fe?* durch die Ferroxidase Fet3 und
den Transport durch die daran gekoppelte Permease Ftrl. Reduziertes Fe’* wird durch die
Membranproteine Frel und Fre2, zwei Metalloreduktasen, bereitgestellt. Das niedrigaffine
Eisenaufnahmesystem besteht aus dem Transporter Fet4, der direkt Fe®" in die Zelle transloziert. Da
der Ky, Wert fir dieses System allerdings mit 35 uM relativ hoch ist, spielt er nur eine untergeordnete
Rolle (Rutherford & Bird, 2004). Neben dem System zur Aufnahme von freiem Eisen verfligt
S. cerevisiae auch (ber die Moglichkeit Siderophor-gebundenes Eisen aufzunehmen und zu
verwerten, wozu die Hefezelle verschiedene Transporter (Arnl-4) und Zellwandproteine (Fit1-3)
exprimiert. Da S. cerevisiae keine eigene Synthesemaschinerie fiir Siderophore besitzt, kbnnen nur
Xenosiderophore, produziert von anderen Mikroorganismen, aufgenommen werden (Sutak et al,
2008). Eine erst kirzlich vorgestellte Arbeit deutet allerdings darauf hin, dass sogar Saugerzellen
einen bis dato nicht beschriebenen Weg zur Synthese von Siderophoren besitzen kénnten (Devireddy
et al, 2010). Ob dieser Syntheseweg auch in S. cerevisiae existiert wurde bisher noch nicht endgiltig
geklart.

In der Zelle wird Eisen fiir verschiedene Proteine bendétigt, die anhand der Koordinationschemie des
Eisens in drei Gruppen unterteilt werden kénnen: 1) Him-Proteine enthalten in einen Porphyrinring
eingebautes Eisen; 2) Eisen-Schwefel-Proteine, die Eisen zusammen mit verbriickendem Sulfid in
anorganischen Clustern enthalten; 3) nicht-Ham und nicht-Eisen-Schwefel-Proteine, die alle anderen
Arten von Eisen-haltigen Proteinen umfassen, zum Beispiel mononukledres Eisen oder

Eisenspeicherproteine wie Ferritin.
1.2. Eisen-Schwefel Proteine

1.2.1. Klassifizierung und Vorkommen

In allen bekannten Lebensformen findet man Eisen-Schwefel Proteine und die als Kofaktor
fungierenden Eisen-Schwefel-Cluster (Fe/S-Cluster). Letztere gehoren zu den wohl ersten
Katalysatoren, die in der Biomolekiilevolution aufgetreten sind. Eisen-Schwefel Proteine sind beteiligt
an vielen grundlegenden biologischen Prozessen wie mitochondrialer Respiration, Ribosomen-
recycling, Kofaktorbiogenese (u.a. Liponsdure, Biotin), Aminosaurebiosynthese (u.a. Met, Leu, lle,
Val, Glu, Lys), Regulation der Genexpression, DNA-Reparatur sowie DNA-Synthese und Regulation der

Enzymaktivitat (Beinert et al, 1997; Lill & Muhlenhoff, 2008; Xu & Moller, 2011). Fe/S-Cluster,
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bestehend aus Eisen und verbriickendem Sulfid, treten in verschiedenen Formen auf. Am haufigsten
kommen rhombische [2Fe-2S] Cluster und kubische [4Fe-4S] Cluster vor. Dariiber hinaus sind andere
Stochiometrien wie [3Fe-4S] in bakteriellem Ferredoxin | oder komplexere Cluster wie [8Fe-7S] im P-
Cluster von FeMo-Nitrogenase bekannt (Chan et al, 1993; Schindelin et al, 1997). AuRerdem gibt es
gemischte Cluster, die neben Eisen ein anderes Metall enthalten, zum Beispiel Molybdan-
enthaltende MoFe-Cluster, die ebenfalls in Nitrogenasen vorkommen (Abb 1.2). Ein weiterer
besonderer Fe/S-Cluster existiert in der Sulfit-Reduktase von E. coli, in der ein [4Fe-4S] Cluster Gber
ein koordinierenden Cysteinrest mit Siroham verbunden ist.

In Fe/S-Clustern kdnnen Elektronen sowohl iber Eisen als auch Gber Schwefel delokalisiert werden,
was ihre primare biologische Funktion in der Ubertragung von Elektronen erklart (Johnson et al,
2005). In der Regel wird nur ein Elektron Gbertragen, lediglich der P-Cluster aus Nitrogenasen besitzt
die Fahigkeit, zwei Elektronen zu Ubertragen. Neben diesen Oxidations-Reduktions-Reaktionen
kénnen Fe/S-Cluster aber auch als Schwefeldonatoren oder fur strukturelle Zwecke dienen. In
Proteinen sind Fe/S-Cluster an das Proteingeriist gebunden, in der Regel tiber die Koordinierung der
Sulfhydrylgruppe von Cysteinresten. Es kdnnen aber auch die Seitenketten von Histidin, Serin,
Aspartat oder Arginin die Koordination tibernehmen. Es ist auRerdem moglich, dass ein oder mehrere
Koordinationsstellen von Protein-gebundenen Liganden wie CN™ oder CO besetzt werden. Insgesamt

ergibt sich in der Regel eine tetraedrische Koordination.

[2Fe-25] [4Fe-4S) [8Fe-7S] [Mo-7Fe-95]
(P-Cluster) (MoFe-Cluster)

Abbildung 1.2: Klassen von Fe/S-Clustern. Darstellung des rhombischen [2Fe-2S] Cluster, des kubischen [4Fe-4S] Cluster

sowie der spezielleren P-Cluster und MoFe-Cluster aus Nitrogenase (PDB 1N2C).

Fe/S-Cluster kommen in einer Vielzahl von biologisch duBerst wichtigen Proteinen vor und sind in
verschiedenen Zellkompartimenten zu finden. Der einfachste Fe/S-Cluster, der rhombische [2Fe-2S]
Cluster, wird beispielsweise in mitochondrialen Proteinen vom [2Fe-2S] Ferredoxin-Typ (zum Beispiel
Yahl in Hefe), der Biotin-Synthase oder der Ferrochelatase gefunden. Das Rieske-Protein, eine
Untereinheit des Komplex Il der Atmungskette, enthalt einen [2Fe-2S] Cluster, der von zwei Cystein-
und zwei Histidinresten koordiniert wird. Dadurch weist dieser Cluster ein hoheres Redoxpotential
(290 mV statt -290 bis -400 mV) als ,gewohnliche” [2Fe-2S] Cluster auf. [4Fe-4S] Cluster kommen in
vielen Proteinen vor, wie zum Beispiel in bakteriellen Ferredoxinen oder auch in der Aconitase,

einem Enzym des Citratzyklus. In der bakteriellen und der mitochondrialen Atmungskette sind
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kubische Fe/S-Cluster besonders haufig und es werden allein in Komplex | der Eukaryoten (nicht
vorhanden in manchen Hefen wie zum Beispiel S. cerevisiae) acht und in Prokaryoten sogar neun
solcher Cluster gefunden (Hinchliffe & Sazanov, 2005). Im Komplex Il sind je ein [2Fe-2S], [3Fe-4S]
und [4Fe-4S] Cluster vorhanden (Sun et al, 2005). Weiterhin sind in Hefe zytosolische Fe/S-Proteine
bekannt, die an der Aminosaurebiosynthese von Leucin, Glutamat bzw. Methionin beteiligt sind.
Hierzu zahlen die Enzyme lIsopropylmalat-lsomerase (Leul), Glutamatsynthase (Gltl) oder eine
Untereinheit der Sulfitredukatse (Ecm17). Zusétzlich sind in S. cerevisiae noch weitere Fe/S-Proteine
mit zytosolischer Lokalisation bekannt, die eine Rolle bei der extra-mitochondrialen Fe/S-
Cluster-Assemblierung spielen und in Kapitel 1.2 diskutiert werden (Cfd1, Nbp35, Narl, Dre2). Die
[4Fe-4S] Enzyme Ilv3 und Lys4 werden in der mitochondrialen Matrix gefunden, wo sie an der
Biosynthese von verzweigtkettigen Aminosduren beteiligt sind (Lill et al, 2006). Weitere in der
mitochondrialen Matrix lokalisierte Fe/S-Enzyme sind Lip5 und Bio2, die als Radikal-SAM (S-Adenosyl-
L-Methionin) Enzyme zwei Fe/S-Cluster enthalten und an der Biosynthese der Kofaktoren Liponsaure
und Biotin beteiligt sind (Lill, 2009; Lotierzo et al, 2005). Das essentielle ABC Protein Rlil (humanes
ABCE1) enthélt zwei [4Fe-4S] Cluster und ist wichtig fir das Recycling von Ribosomen nach der
Termination der Translation (Barthelme et al, 2011; Pisarev et al, 2010); lokalisiert ist es
hauptsachlich im Zytosol (Kispal et al, 2005). Die N-Glykosylase Ntg2 sowie die ATP-abhangigen DNA-
Helikasen Rad3 (in Mensch XPD und Fancl) sind Fe/S-Proteine, die im Zellkern lokalisiert sind und fiir
DNA-Reparaturprozesse wichtig sind (Lill, 2009). Diese Aufzdhlung ist nicht vollstindig,
zusammenfassend kann aber festgehalten werden, dass in nicht-photosynthetischen Eukaryoten
Fe/S-Proteine in drei Kompartimenten gefunden werden: Mitochondrium, Zytosol und Zellkern
(Abb. 1.3). In Pflanzen und anderen photosynthetischen Organismen gibt es Fe/S-Proteine zusatzlich
noch in Chloroplasten. Es bleibt auBerdem anzumerken, dass Fe/S-Cluster-koordinierende
Faltungsmotive nur schwer durch ihre Primarstruktur vorausgesagt werden kénnen. Aus diesem
Grund werden mit groBer Wahrscheinlichkeit in Zukunft weitere Proteine identifiziert werden

kénnen, die Fe/S-Cluster als Kofaktoren tragen (Lill et al, 2006; Lill & Muhlenhoff, 2008).

( Zytosol \

Leul, Glt1, Ecm17, Rli1,
Cfd1, Nbp35, Narl, Dre2
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Ilv3, Lys4, Yahl
NI N
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- —
=
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Abbildung 1.3: Subzellulire Lokalisierung von Fe/S-Proteinen in S. cerevisiae als eukaryotischem Modellorganismus. Zur

Funktion der einzelnen Proteine siehe Text.
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1.2.2. Eigenschaften und Funktionen

Die haufigste und bekannteste Funktion von Fe/S-Proteinen ist die Ubertragung von Elektronen, die
dadurch ermoglicht wird, dass das Eisen des Fe/S-Clusters formal zwischen den beiden
Redoxzustanden +2 und +3 wechseln kann. Das Redoxpotential kann dabei abhangig von der Protein-
Umgebung zwischen den Extremwerten -700 mV und + 400 mV variieren (Meyer, 2008), weshalb
Fe/S-Cluster sowohl als Elektronendonatoren als auch als Elektronenakzeptoren fungieren kénnen.
Beispiele fiir eine solche Rolle in Elektronentransferprozessen sind Ferredoxine (siehe Kapitel 1.4),
Hydrogenasen und die Komplexe | bis Il der bakteriellen und der mitochondrialen Atmungskette. Am
beeindruckendsten ist dabei sicherlich die Anordnung der acht bzw. neun Fe/S-Cluster im
hydrophilen Arm von Komplex |, wo die Cluster einen Elektronentransportweg von ca. 140 A bilden
(Abb. 1.4). Uber sieben Fe/S-Cluster flieRen Elektronen direkt von NADH zu Membran-gebundenem
Ubichinon. Der auch in Eukaryoten vorkommende achte Fe/S-Cluster dient vermutlich dem Schutz
vor reaktiven Sauerstoffspezies und speichert temporar das zweite Elektron der NADH-Oxidation. In
einigen Prokaryoten wird ein neunter Fe/S-Cluster gefunden, der aber nicht am Elektronentransfer

teilnimmt (Hinchliffe & Sazanov, 2005; Sazanov & Hinchliffe, 2006).

Ubichinon,,~> Ubichinon, 4

Abbildung 1.4: Beispiel fiir die Elektronentransferfunktion von Fe/S-Clustern. Architektur des hydrophilen Arms von
Komplex | aus T. maritima (links) und Organisation der Fe/S-Cluster (rechts). Der Abstand vom initialen Zweielektronen-
akzeptor FMN (griin, rechts oben) zur Bindestelle von Ubichinon (ganz unten) betrégt etwa 140 A. Der [4Fe-4S] Cluster ganz
rechts dient nicht dem Transfer von Elektronen sondern erfiillt wahrscheinlich strukturelle Aufgaben, die meisten

Prokaryoten und alle Eukaryoten haben ihn im Verlauf der Evolution verloren (PDB Code 2FUG).

Eine weitere Funktion von Fe/S-Proteinen ist die Katalyse von enzymatischen Reaktionen mit dem
klassischen Beispiel Aconitase. Dieses Enzym katalysiert ebenso wie die verwandten Enzyme Lys4 und

Leul die Dehydratation und sofortige Addition von Wasser, was zu einer Isomerisierung des
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Substrates fiihrt. Im Fall der Aconitase wird so Citrat zu Isocitrat umgewandelt, was die zweite
Reaktion des Citratzyklus darstellt. Die katalytische Funktion liegt darin begriindet, dass der [4Fe-4S]
Cluster dieser Aconitase-artigen Enzyme nur von drei Cysteinen koordiniert wird. Das freie Eisenatom
des Fe/S-Cluster wird von Wasser koordiniert, und fungiert im katalytischen Prozess als Lewissaure,
was sowohl der Substratbindung als auch der Stabilisierung des Ubergangszustandes der
enzymatischen Reaktion dient (Abb. 1.5). Eine weitere Besonderheit der Aconitase ist die Instabilitat
des katalytisch aktiven Eisenatoms des Fe/S-Clusters, wodurch das Enzym mit der Freisetzung dieses
Eisenatoms in einen inaktiven Zustand mit einem [3Fe-4S] Cluster umgewandelt werden kann.
Weitere Beispiele fir katalytisch aktive Fe/S-Proteine sind die Radikal S-Adenosyl-L-Methionin (SAM)-
Enzyme Biotinsynthase und Liponsduresynthase. Beide binden zwei Fe/S-Cluster und es wird
vermutet, dass einer dieser Cluster im Verlauf der katalytischen Reaktion abgebaut wird, wodurch
der Schwefel fiir den Einbau in die Vorstufen Desthiobiotin und Oktansdure geliefert wird (Abb. 1.5)
(Booker et al, 2007).

Erste Halbreaktion
o Met + o o
SAM+ e AdoCH,
HNT NH _ . NN HN’LNH
H—}—iH i - H-)-- H
OHz HsC : [4Fe-48)** H;C H,C
H: "R =
sCys O P coo H 7~ W \H iR
RFed S/ | \ Cysgr # Algasg Cysgr /5 Argm Cysar S Arg
SCys --l-.__‘F \ &l \Félll \ ‘ \ r\Feu‘ \F;:u 0
/ o o
3— coo Cys, 2& \\ -~ C)‘Sum ‘:)‘5125 \ / Cysma Cysyza \8/ \CYSme
Citrat
CysS
Aconitase - [4Fe-4S]
Zweite Halbreaktion
O Met + o O
SAM+ & AdoCHH 1l
HNT N HNT SNH HN/LNH
A
H H S H ) ( H H—)—(—H
HaC 4Fe-4SP* HC~ CH
T [ 1 HC HC.
\% A V"
) s
S / Cysar, T AfGzen
’ S = .
C“”F o \F;Alr““m Cyser, N Afgas0 “Fe! Fe
/ e\ P L Fe'\ /Fg" Cys \af “\.5/ Cysig
Cysize  "8”  Cyses Cysy23 s Cysm

Biotinsynthase - [4Fe-45] und [2Fe-25]
Abbildung 1.5: Fe/S-Cluster als Katalysatoren. (A) ) Citrat gebunden an den [4Fe-4S] Cluster der Aconitase. (B) Postulierter
Mechanismus der Biotinsynthase (modifiziert nach (Booker et al, 2007)). Der [4Fe-4S] Cluster dient der reduktiven Spaltung

von SAM, der [2Fe-2S] Cluster wird abgebaut und der Schwefel zur Synthese von Biotin verwendet.

Es gibt noch viele weitere bakterielle und eukaryotische Fe/S-Cluster-abhangige Enzyme (Meyer,
2008). In vielen Fallen ist dabei die exakte Rolle des Fe/S-Cluster noch nicht genau geklart, zumindest
in einigen Enzymen wird der Fe/S-Cluster aber wohl nur eine strukturelle Rolle spielen und nicht
direkt an der chemischen Reaktion teilnehmen. Beispiele hierfiir sind die DNA-Helikase Rad3 aus
Hefe und die humanen Homologen XPD und Fanc) (White, 2009).

Weiterhin kdnnen Fe/S-Proteine als Sensoren oder Regulatoren fungieren. Beispiele hierfiir sind die

bakteriellen Transkriptionsfaktoren IscR, SoxR und FNR, die die Konzentration von Fe/S-Clustern,
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Superoxid (0;)/ Stickstoffmonoxid und Sauerstoff erkennen und in Abhangigkeit davon die
Expression bestimmter Gene reprimieren oder aktivieren (Green & Paget, 2004; Spiro, 2006). Das
Umschalten zwischen aktiviertem und inaktiviertem Zustand erfolgt bei FNR und IscR durch die
Gegenwart oder das Fehlen eines Fe/S-Clusters (Crack et al, 2006; Green & Paget, 2004), in SoxR
hingegen bestimmt der Redoxzustand des [2Fe-2S] Clusters die Aktivitat des Transkriptionsfaktors
(Imlay, 2008). Posttranskriptionelle Regulation durch Fe/S-Proteine wird durch das Sdugerprotein
IRP1 veranschaulicht (Rouault, 2006). Dieses Protein ist die zytosolische Isoform der Aconitase und
zeigt in der Holoform mit gebundenem [4Fe-4S] Cluster Aconitaseaktivitiat. Ein Fehlen des Fe/S-
Clusters unter Eisenmangelbedingungen ist mit einem Verlust der katalytischen Aktivitat verkn(pft,
dafiir aber kann das Enzym nun an ganz bestimmte mRNA-Haarnadelstrukturen binden (Klausner et
al, 1993). Diese sogenannten IREs (Eisen regulierbare Elemente; iron responsive elements) finden sich
in nicht-translatierten Bereichen bestimmter mRNAs. Bindet IRP1 an IREs im 5‘-nicht-translatierten
Bereich einer mRNA, so wird die Translation blockiert, da das Ribosom nicht mehr binden kann. Im
Gegensatz dazu fihrt die Bindung von IRP1 an IREs in 3“-nicht-translatierten mRNA Abschnitten zu
einer Stabilisierung der entsprechenden mRNA, da die 3‘-Degradation verhindert wird. In Sdugern
kommen IREs zum Beispiel im 5‘-nicht-translatierten Bereich der mRNAs vor, die folgende Proteine
kodieren: Ferritin H und Ferritin L, die Eisenspeicherproteine der Zelle; 6-Aminoldvulinatsynthase,
das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Hambiosynthese; sowie Ferroportin, der
Plasmamembran-Eisenexporter der Zelle (Wang & Pantopoulos, 2011). Umgekehrt gibt es mehrere
IREs im 3‘-nicht-translatierten Bereich der mRNA des Transferrinrezeptors, der fir die
Eisenaufnahme in die Zelle sorgt. Auf diese Art und Weise wird gewahrleistet, dass Eisen aus den
Speicherproteinen mobilisiert, der Eisenexport sowie -verbrauch reduziert und die Eisenaufnahme

erhoht wird (Hentze et al, 2010; Wang & Pantopoulos, 2011).

A

Abbildung 1.6: Beispiel fiir die regulatorische Funktion eines Fe/S-Proteins. (A) Humanes IRP1 in der Holoform mit
[4Fe-4S] Cluster: Aconitase (PDB-ID 2B3Y, (Dupuy et al, 2006)). (B) IRP1 in der Apoform ohne Fe/S-Cluster gebunden an ein
IRE von Ferritin H (PDB-ID 2IPY, (Walden et al, 2006)).
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1.3. Eisen-Schwefel-Cluster-Biogenese

1.3.1. Entdeckung und Geschichte

Zu Beginn der 1960er Jahre wurden von Beinert und Sands in Praparationen von
Rinderherzmitochondrien bis dahin nicht beschriebene EPR-Signale entdeckt (Beinert & Sands, 1960),
die einem nicht-Ham Eisenkofaktor zugeordnet wurden (Shethna et al, 1964). Ahnliche EPR-Signale
wurden in den darauf folgenden Jahren in verschiedenen biologischen Proben gefunden, unter
anderem in Leber- und Pflanzenpraparationen sowie in aeroben und anaeroben Bakterien. In den
nachsten Jahren wurde durch Pionierarbeiten von Beinert und Kollegen gezeigt, dass es sich bei
diesem Kofaktor um Eisen-Schwefel-Cluster handelt, in denen Eisen und ,saurelabiler” Schwefel
vorliegen (Dervarti et al, 1967; Shethna et al, 1968). Heute ist bekannt, dass die ersten entdeckten
Fe/S-Proteine die Komplexe | bis Ill der bakteriellen und mitochondrialen Atmungskette sowie
pflanzliche, bakterielle und eukaryotische Ferredoxine waren. In der gleichen Zeit wurde ebenfalls
gezeigt, dass sich Fe/S-Cluster durch chemische Rekonstitution in vitro in Apoproteine einbauen
lassen (Malkin & Rabinowitz, 1966). Dies hat zu der allgemeinen Annahme gefiihrt, dass sich Fe/S-
Cluster spontan in Proteine einbauen. Unterstiitzt wurde diese Ansicht dadurch, das sich isolierte
Fe/S-Cluster auch ohne Proteine durch chemische Synthese herstellen lassen (eine Ubersicht hierzu
in (Beinert et al, 1997)). Erst in den 1990er Jahren wurde durch genetische, biochemische und
zellbiologische Studien gezeigt, dass die in vivo Fe/S-Cluster-Biogenese kein spontaner Prozess,
sondern ein durch komplexe Proteinmaschinerien katalysierter Vorgang ist. Dies ist verstandlich,
wenn man bedenkt, dass die fiir die chemische Rekonstitution nétigen, hohen Konzentration an Fe®'

und S toxisch fir biologische Systeme sind.

1.3.2. Grundlegendes Prinzip

Obwohl es verschiedene Systeme fir die in vivo Fe/S-Cluster-Biogenese gibt, scheinen alle den
gleichen biosynthetischen Prinzipien zu folgen (Lill, 2009). Im Wesentlichen koénnen zwei
Hauptschritte unterschieden werden (Abb. 1.7). Erstens der de novo Zusammenbau eines
Fe/S-Clusters auf einem sogenannten Gerustprotein (Agar et al, 2000a; Agar et al, 2000b) und
zweitens der Transfer dieses vorgefertigten Fe/S-Clusters in das eigentliche Zielprotein (Yuvaniyama
et al, 2000). Der erste Schritt wird initiiert durch das PLP-abhangige Enzym Cysteindesulfurase, das
den Schwefel in Form eines Persulfids durch Umwandlung von Cystein in Alanin bereitstellt. Da der
Schwefel in Cystein und auch im Persulfid im Redoxzustand S° und nicht wie erforderlich in $*
vorliegt, sind Reduktionsdquivalente fiir den Einbau in den Fe/S-Cluster erforderlich. Weiterhin wird
Eisen bendtigt, das wahrscheinlich nicht frei in Losung vorliegt, sondern an ein Eisenchaperon

gebunden. Zusammengefiigt werden das Sulfid und das Eisen auf einem Gerlstprotein, und von dort
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erfolgt der Transfer in die Zielproteine mit Hilfe von speziellen Proteinfaktoren wie zum Beispiel

Chaperonen.

| Desulfurase }SSH Gerlst » | Holo

7N . ¢

Cys Ala

v

e

Abbildung 1.7: Aligemeines Prinzip der in vivo Fe/S-Cluster-Biogenese.

1.3.3. Prokaryotische Fe/S-Cluster-Biogenese Systeme

In Bakterien wurden drei verschiedene Fe/S-Cluster-Biogenese Maschinerien gefunden (Ayala-Castro
et al, 2008). Das NIF-System (nitrogen fixation system) wurde am ausfihrlichsten in Azotobacter
vinelandii charakterisiert. Dieses Bakterium ist in der Lage atmospharischen Stickstoff zu Ammoniak
zu reduzieren, wozu es den Nitrogenaseenzymkomplex bendtigt. Wie in Kapitel 1.2 beschrieben
besitzt dieser Komplex verschiedene Fe/S-Cluster als Kofaktoren, neben den kubischen [4Fe-4S]
Clustern auch die komplexeren P-Cluster und MoFe-Cluster (siehe Abb. 1.2). Die Strukturgene der
Nitrogenase liegen in einem Gencluster, das weitere Gene enthalt, die fir die Funktion der
Nitrogenase essentiell sind (Jacobson et al, 1989). Eines dieser Genprodukte war das erste Enzym,
das mit der Biosynthese von Fe/S-Clustern direkt in Verbindung gebracht wurde: NifS. Es wurde als
homodimere PLP-abhdngige Cysteindesulfurase identifiziert, die Cystein in Alanin umwandelt und
den Schwefel in Persulfidform Ubertragt (Zheng & Dean, 1994; Zheng et al, 1994; Zheng et al, 1993).
Das Protein NifU aus dem gleichen Gencluster bildet ebenfalls ein Homodimer und ist das
Geristprotein des NIF Systems (Nishio & Nakai, 2000; Yuvaniyama et al, 2000). NifU besteht aus drei
Doménen (Hwang et al, 1996): die mittlere bindet einen permanenten [2Fe-2S] Cluster; die N- und C-
terminalen Domanen konnen transient einen Fe/S-Cluster binden und diesen auf Zielproteine
Ubertragen (Xu & Moller, 2011). Die beiden Geriist-Domanen von NifU werden anhand ihrer
Homologie zu anderen Proteinen unterschieden, die N-terminale ist vom U-Typ, die C-terminale von
NFU-Typ . IscAV ist ein weiteres Geristprotein, das fiir das NIF System wichtig ist (Johnson et al,
2005). Es ist vom dritten bekannten Geristproteintyp, dem A-Typ (Krebs et al, 2001). Es wird
allgemein angenommen, dass das NIF System spezifisch flr den Einbau der Fe/S-Cluster in
Nitrogenase ist, allerdings sind homologe Proteine auch in einigen nicht-Stickstofffixierenden
Bakterien wie Heliobacter pylori (Olson et al, 2000) und sogar in dem Prototzoon Entamoeba

histolytica (Ali et al, 2004) identifiziert worden.
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Die Deletion der Gene von NifS und NifU war (berraschenderweise nicht letal fir A. vinelandii,
sondern fiihrte zu einer starken Verminderung der Nitrogenaseaktivitdt und des Wachstums. Dies
legte die Vermutung nahe, dass es ein allgemeineres System zur Herstellung von Fe/S-Cluster gibt.
Die Beschreibung einer weiteren Desulfurase IscS aus E. coli (Flint, 1996) fiihrte zur Identifizierung
des ISC-Systems (iron-sulfur cluster assembly system) in A. vinelandii (Zheng et al, 1998), das in
Prokaryoten als generelles Fe/S-Cluster Biogenesesystem angesehen werden kann. Sowohl in E. coli
als auch in A. vinelandii liegt das Gen fiir IscS tatsachlich in einem Gencluster zusammen mit Genen
flr Gerlstproteine vom A- und U-Typ (IscA, IscU), einem Elektronentransferprotein (Fdx) sowie
einem Chaperon/Cochaperonsystem (HscA/HscB) (Takahashi & Nakamura, 1999; Zheng et al, 1998).
AuRerdem gehort noch der mogliche Eisendonator CyaY (Layer et al, 2006) zum ISC-System, das
damit einen kompletten Satz an Proteinen zur de novo Synthese und Ubertragung von Fe/S-Clustern
wie zuvor beschrieben beinhaltet (siehe Kapitel 1.3.2).

Die Beobachtung, dass IscS in E. coli nicht essentiell ist, fihrte zur Entdeckung einer weiteren
Desulfurase in E. coli und somit eines dritten Fe/S-Cluster Biogenesesystems, dem SUF-System (sulfur
utilization factor system) (Patzer & Hantke, 1999; Takahashi & Tokumoto, 2002). Das SUF-System ist
ebenfalls in einem Gencluster organisiert und die Expression der SUF-Gene wird in E. coli aktiviert
unter oxidativen Stressbedingungen oder unter Eisenmangelbedingungen (Outten et al, 2004). Ein
fehlfunktionierendes ISC-System kann vom SUF-System zumindest partiell komplementiert werden
(Takahashi & Tokumoto, 2002). Folglich wird es auch als Sicherheitssystem fir das oxidativ
empfindlichere  ISC-System  angesehen (Fontecave &  Ollagnier-De-Choudens,  2008).
Interessanterweise enthalten Bakterien wie Mycobacterium tuberculosis oder Bacillus subtilis
ausschlieBlich das SUF-System, was bedeutet, dass es wenigstens in diesen Organismen generell fir
die Fe/S-Cluster Biogenese verantwortlich ist (Albrecht et al, 2010; Albrecht et al, 2011; Huet et al,
2005). Im SUF-System werden eine Desulfurase SufS sowie Gerilstproteine vom U-Typ (SufU) und
A-Typ (SufA) gefunden (Fontecave & Ollagnier-De-Choudens, 2008). Es gibt jedoch keine bekannten
Chaperone im SUF-System und bislang sind auch noch keine Elektronen- und Eisendonatoren
gefunden worden (Lill, 2009). SufS ist eine Gruppe Il Cysteindesulfurase und unterscheidet sich leicht
von IscS und NifS (Xu & Moller, 2011). Die Aktivitat von SufS wird durch SufE stark erhéht, mit dem es
einen Komplex bilden kann (Outten et al, 2003). Die drei Proteine SufB, SufC und SufD bilden einen
Komplex mit SufS-SufE und stellen das initiale Gerust fur die de novo Synthese von Fe/S-Clustern im
SUF-System dar, von dem aus die zusammengebauten Fe/S-Cluster dann auf SufA (ibertragen werden
kénnen (Chahal et al, 2009). Das SUF-System ist in vielen, aber nicht allen Bakterien, vorhanden, zum

Beispiel besitzt A. vinelandii kein SUF-System.
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1.3.4. Fe/S-Cluster-Biogenese in Hefen als eukaryotisches Modell

Im Verlauf der Evolution wurde im Rahmen der Endosymbiose die SUF- und ISC-Maschinerie in die
eukaryotische Zelle aufgenommen (Lill, 2009). Da das SUF-System in photosynthetischen Bakterien
vorkommt, werden in Plastiden von Pflanzen und Algen Komponenten der SUF-Maschinerie und in
Mitochondrien konsequenterweise Komponenten der ISC-Maschinerie gefunden. Zusatzlich
erforderte in Eukaryoten die Kompartimentierung der Zelle eine Erweiterung dieser aus Prokaryoten
bekannten Systeme, da sich Fe/S-Proteine auch auBerhalb der Mitochondrien/ Plastiden befinden.
Weil in dieser Arbeit im Wesentlichen mit dem eukaryotischen Modellorganismus S. cerevisiae
gearbeitet wurde, soll im Folgenden die Biogenese von Fe/S-Clustern in Hefen genauer erldutert
werden. Die spezifischen Einzelheiten der Fe/S-Cluster-Biogenese in photosynthetischen Eukaryoten
wird dagegen nicht beschrieben, fiir eine Ubersicht hierzu siehe (Balk & Pilon, 2011).

In S. cerevisiae gibt es insgesamt drei Protein-Maschinerien, die fur die Fe/S-Proteinbiogenese
verantwortlich sind. Die mitochondriale ISC-Maschinerie ist essentiell fur die Herstellung aller Fe/S-
Proteine in Hefe, zytosolische und Kern-lokalisierte Fe/S-Proteine benétigen zusétzlich dazu noch die
ISC-Export- und die CIA-Maschinerie (cytosolic iron sulfur cluster assembly) (Lill et al, 2006; Lill &
Muhlenhoff, 2008).

Biogenese mitochondrialer Fe/S-Proteine

Die ISC-Maschinerie in Hefemitochondrien besteht aus mindestens 15 verschiedenen Proteinen, von
denen viele, aber nicht alle, verwandt zu Proteinen der bakteriellen 1ISC-Maschinerie sind (Abb. 1.8)
(Lill, 2009; Rawat & Stemmler, 2011). Alle Komponenten der ISC-Maschinerie sind Kern-kodiert und
werden durch entsprechende Signalsequenzen in die mitochondriale Matrix importiert. Dort existiert
in Hefe ein Desulfurasekomplex, bestehend aus dem homodimeren Nfsl (Kispal et al, 1999;
Muhlenhoff et al, 2004), das ein homologes Protein von IscS/ NifS ist, und dem 11 kDa groRen
Protein Isd11 (Adam et al, 2006; Wiedemann et al, 2006). Die Stochiometrie des Komplexes ist nicht
genau bekannt, es ist aber gezeigt worden, dass Isd11 fiir die in vivo Funktion von Nfs1 essentiell ist.
Eisen wird als Fe’* membranpotentialabhingig in Mitochondrien importiert (Lange et al, 1999). Die
mitochondrialen Transporter Mrs3 und Mrs4 sind am Import beteiligt, da sie aber nicht essentiell
sind, wird vermutet, dass es einen weiteren Eisentransporter gibt (Lill et al, 2006).

Die de novo Assemblierung der Fe/S-Cluster erfolgt auf den U-Typ Gerlstproteinen Isul und Isu2,
welche wahrscheinlich durch Genduplikation entstanden sind, da nur in Hefe zwei ahnliche U-Typ
Geristproteine vorkommen (Garland et al, 1999; Muhlenhoff et al, 2003). Das eisenbindende Protein
Yfh1 (Frataxin) spielt ebenfalls eine essentielle Rolle in der Biogenese mitochondrialer Fe/S-Proteine
(Muhlenhoff et al, 2002b; Stehling et al, 2004) und es bekannt, dass Yfh1 mit Nfs1/Isd11 und Isul
interagiert (Gerber et al, 2003; Wang & Craig, 2008). Die genaue Funktion von Yfh1 ist aber noch
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nicht endgiiltig geklart und wird kontrovers diskutiert. Zum einen ist vorgeschlagen worden, dass
Frataxin als Eisendonator fungiert (Stemmler et al, 2010; Yoon & Cowan, 2003). Andererseits wurde
basierend auf in vitro Arbeiten mit dem bakteriellen Homologen CyaY eine Rolle als eisenabhangiger
Regulator der Fe/S-Cluster-Synthesereaktion angeregt, wobei die Regulation durch Inhibition der
Cysteindesulfurase IscS erfolgen soll (Adinolfi et al, 2009). Aktuelle in vitro Arbeiten mit humanem
Frataxin schlieBlich deuten auf eine Rolle von Frataxin als allosterischen Aktivator hin (Tsai &
Barondeau, 2010): es wurde beobachtet, dass humanes Frataxin an den Proteinkomplex aus Nfs1,
Isd11 und Isu2 (das humane U-Typ Geriistprotein) bindet und dadurch die Cysteindesulfuraseaktivitat
deutlich erhdht wird. Diese Aktivierung wurde durch Fe?* nochmals stimuliert (Tsai & Barondeau,
2010). Der molekulare Mechanismus des Fe/S-Cluster-Synthese auf Isul ist noch weitgehend unklar,
bendtigt aber Reduktionsdquivalente, die von einer Elektronentransferkette bereitgestellt werden.
Die FAD abhiangige Ferredoxinoxidoreduktase Arhl reduziert vermutlich unter NADH Verbrauch das
mitochondriale Ferredoxin Yah1l, welches schlieRlich die Elektronen fiir die Fe/S-Cluster-Biogenese
liefert. (Muhlenhoff et al, 2003). Es wird vermutet, dass die Elektronen fiir die Reduktion des
Schwefels zu Sulfid benotigt werden, der experimentelle Nachweis hierfiir konnte bislang noch nicht
erbracht werden (Lill, 2009). Basierend auf Arbeiten mit Proteinen der bakteriellen ISC-Maschinerie
wurde aullerdem vorgeschlagen, dass die Elektronen fiir die Fusion von zwei [2Fe-2S] Clustern zu
einem [4Fe-4S] Cluster durch reduktive Kopplung benétigt werden konnten (Chandramouli et al,
2007; Unciuleac et al, 2007).

Der Transfer des vorgefertigten Fe/S-Cluster vom Gerustprotein zu den Zielproteinen stellt den
zweiten Schritt der Fe/S-Cluster-Biogenese in Hefemitochondrien dar. Formell erfordert dieser
Transfer drei Einzelschritte: die Abgabe des Fe/S-Clusters vom Geristprotein, der Transfer zum
Zielprotein und den Einbau in das Zielprotein. In S. cerevisiae erfordert der Gesamtprozess ein
Chaperonsystem, das aus der Hsp70-ATPase Ssql und dem Dnal-artigen Cochaperon Jacl besteht.
Ssql interagiert ATP-Hydrolyse-abhangig hochspezifisch mit dem LPPVK Motiv von Isul (Dutkiewicz
et al, 2004; Hoff et al, 2003; Hoff et al, 2000; Hoff et al, 2002). Es wird vermutet, dass in
Zusammenarbeit mit dem Cochaperon Jacl eine Konformationsianderung im Geristprotein Isul
hervorgerufen und so der Fe/S-Cluster freigesetzt wird (Andrew et al, 2006; Bonomi et al, 2008;
Chandramouli & Johnson, 2006). Der Vorgang erfordert auflerdem noch den
Nukleotidaustauschfaktor Mgel, der den Austausch von ADP gegen ATP in Ssql stimuliert
(Dutkiewicz et al, 2003). Eine noch nicht klar definierte Hilfsfunktion wird von dem Monothiol-
Glutaredoxin Grx5 erfillt (Muhlenhoff et al, 2003; Rodriguez-Manzaneque et al, 2002). Fir das
humane Homologe Glrx5 konnte gezeigt werden, dass es als Tetramer in der Lage ist [2Fe-2S] Cluster
zu binden (Johansson et al, 2010). Die Moglichkeit einer Fe/S-Cluster-Transferfunktion wird noch

diskutiert (Bandyopadhyay et al, 2008b; Iwema et al, 2009).
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Die bis jetzt genannten ISC-Maschinerie-Proteine werden fiir die Biosynthese aller mitochondrialen
Fe/S-Proteine benétigt, es gibt aber auch speziellere ISC-Komponenten. Die A-typ Geristproteine
Isal, Isa2 sowie Iba57 interagieren miteinander und werden spezifisch fur den Einbau von Fe/S-
Clustern in Aconitase-Typ und Radikal-SAM-Typ Enzyme benétigt, wie Acol, Lys4 und Bio2 (Gelling et
al, 2008; Muhlenhoff et al, 2007). In S. pombe ist eine Interaktion von Isal und Isa2 mit Grx5
nachgewiesen worden, der funktionelle Zusammenhang konnte jedoch noch nicht geklart werden
(Kim et al, 2010). Die P-Loop NTPase Ind1 wird speziell fir die Assemblierung der Fe/S-Cluster in
Komplex | der mitochondrialen Atmungskette bendtigt (Bych et al, 2008). Die genaue Funktion des U-
Typ Gerustproteins Nful ist nicht geklart (Lill, 2009), ebenso ist die Rolle von GTP bei der Fe/S-

Cluster-Biogenese unklar (Amutha et al, 2008).

Zytosol

Mitochondriale
Fe/S-Proteine

Ssq1-ATP, Jacl,K .

Mitochondrium

Indl
Is@/ - Mgel, Grx5 7
: Isal, lsa&,,
& Iba57
Yahl
T

Aconi;ase,
Radikal-SAM-
Enzyme

AW, ? @
FeZt

Abbildung 1.8: Modell der mitochondrialen ISC-Maschinerie von Hefe. Fe*" wird Membranpotential-abhangig in die
Mitochondrien durch die Transporter Mrs3 und Mrs4 sowie eine unbekannte Komponente importiert. Die de novo
Fe/S-Cluster-Synthese erfolgt auf den GerUstproteinen Isul/Isu2 mit Hilfe des Eisenchaperones Yfhl, der
Elektronentransportkette NADH-Arh1-Yahl und des Desulfurasekomplexes Nfsl-Isd11. In einem zweiten Schritt wird der
Fe/S-Cluster auf die Zielproteine ATP abhéangig Ubertragen unter Beteiligung des Chaperons Ssql, des Cochaperons Jacl
sowie der Proteine Grx5 und Mgel. Der Transfer auf Zielproteine vom Aconitase-Typ (Acol, Lys4) und vom Radikal-SAM-Typ
(Bio2) erfordert zusatzlich noch Isal, Isa2 und lba57. Fiir die Assemblierung der Fe/S-Cluster in Komplex | wird auBerdem die

P-Loop NTPase Ind1 benétigt.
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Biogenese zytosolischer und nukledrer Fe/S-Proteine

Die Biogenese extra-mitochondrialer Fe/S-Proteine hiangt strikt von der mitochondrialen
ISC-Maschinerie ab (Gerber et al, 2004; Kispal et al, 1999). Die Abhéngigkeit wird dadurch erklart,
dass die ISC-Maschinerie eine bislang unbekannte Komponente X synthetisiert, die von der
ISC-Export-Maschinerie in das Zytosol transloziert wird, woraufhin sie von der zytosolischen CIA-

Maschinerie fiir die Biogenese zytosolischer und nukleérer Fe/S-Proteine verwendet wird (Abb. 1.9).
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Abbildung 1.9: Vereinfachtes Modell der extra-mitochondrialen Fe/S-Proteinbiogenese durch die CIA-Maschinerie in
Hefe. Eine unbekannte Komponente X wird von der ISC-Maschinerie hergestellt und von der ISC-Export-Maschinerie in das
Zytosol transloziert. Mit Hilfe dieser wahrscheinlich schwefelhaltigen Komponente X erfolgt die Fe/S-Cluster-Synthese auf
dem Geristproteinkomplex Cfd1-Nbp35. Die Quelle des Eisens ist noch unbekannt. Die Diflavinreduktase Tah18 bildet mit
Dre2 einen Elektronentransferkomplex, der Elektronen fiir den Zusammenbau der Fe/S-Cluster auf den Geristproteinen
liefert. Die Ubertragung des Fe/S-Clusters in die Zielproteine erfolgt mit Hilfe der Proteine Cial und Narl. Weitere Details

siehe Text.

Die ISC-Export-Maschinerie besteht aus insgesamt drei Komponenten. Die erste ist der in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisierte ABC-Transporter Atm1, der die bislang unbekannte Komponente
X ins Zytosol transportiert (Kispal et al, 1999). Es wurde beobachtet, dass Nfs1 und Isul auch fiir die
Biogenese extra-mitochondrialer Fe/S-Proteine mitochondrial lokalisiert sein miissen (Gerber et al,
2004; Muhlenhoff et al, 2004). Diese Abhangigkeit von der mitochondrial lokalisierten
Desulfurasereaktion hat zu der Annahme gefiihrt, dass die Komponente X schwefelhaltig ist. Fir die
Exportreaktion wird ferner die FAD-abhangige Sulfhydryloxidase Ervl bendétigt. Dieses Enzym ist im
Intermembranraum lokalisiert und katalysiert die Bildung von Disulfidbriicken wahrend des Mia40
abhdngigen Imports in den Intermembranraum (Mesecke et al, 2005). Welche Rolle es in der
Biogenese von Fe/S-Proteinen spielt, ist hingegen noch véllig unklar. Interessanterweise fiihrt die

Reduzierung der Konzentration an Glutathion (GSH) in Hefe zu dem gleichen Phdnotyp wie die
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Depletion von Ervl und Atm1, ndmlich dem Verlust der extra-mitochondrialen Fe/S-Biogenese bei
intakter mitochondrialer Fe/S-Biogenese (Sipos et al, 2002). Aus diesem Grund wird GSH als dritte
Komponente der ISC-Export-Maschinerie angesehen.

Die eigentliche Synthese extra-mitochondrialer Fe/S-Proteine erfolgt durch die CIA-Maschinerie. In
Analogie zur ISC-Maschinerie kdnnen auch hier zwei Phasen der Fe/S-Cluster-Synthese unterschieden
werden. Die beiden P-Loop NTPasen Cfd1 und Nbp35 (Hausmann et al, 2005; Roy et al, 2003) bilden
einen heterotetrameren Komplex, der als zytosolisches Gerust fur den Zusammenbau von Fe/S-
Clustern dient (Netz et al, 2007). Die Diflavinreduktase Tah18 bildet mit Dre2 einen Komplex, der
Elektronen von NADPH (bertragen kann. Diese Elektronentransportkette ist fiir die Biogenese
zytosolischer und nukledrer Fe/S-Proteine essentiell (Netz et al, 2010). Dre2 ist ein Fe/S-Protein,
dessen Fe/S-Cluster Einbau nicht von der zuvor beschriebenen Elektronentransferkette abhangt. Das
Gleiche gilt fur den Fe/S-Cluster in Cfd1, auch dieser hangt im Gegensatz zu den Fe/S-Clustern in
Nbp35 nicht von Tah18-Dre2 ab (Netz et al, 2010). Wie der Einbau der Fe/S-Cluster in Dre2 und Cfd1
geschieht, ist momentan noch nicht geklart. Wie alle anderen zelluldren eisenabhangigen Prozesse
auch, erfordert die Synthese extra-mitochondrialer Fe/S-Proteine die zytosolischen Monothiol-
Glutaredoxine Grx3 und Grx4, deren Funktion von einem verbriickendem, Glutathion-haltigem Fe/S-
Cluster abhangt (Muhlenhoff et al, 2010). Der genaue Mechanismus der Aktivierung von Eisen fiir die
CIA-Maschinerie ist jedoch noch zu klaren. Die Fe/S-Cluster im Cfd1-Nbp35 Komplex sind labil und
kénnen in Zielproteine Ubertragen werden (Netz et al, 2007). Dieser Prozess erfordert das
Hydrogenase-dhnliche Protein Narl (Balk et al, 2004), das selbst erst durch den Einbau von zwei
ungewohnlichen, noch nicht genau beschriebenen Fe/S-Clustern aktiviert werden muss (Urzica et al,
2009). Narl bindet an das WD-Repeat Protein Cial, das ebenfalls essentiell fiir die Biogenese von
extra-mitochondrialen Fe/S-Proteinen ist (Balk et al, 2005). Da WD-Repeat Proteine recht haufig an
Protein-Protein Wechselwirkungen beteiligt sind, wird davon ausgegangen, dass dieses Protein mit
weiteren CIA-Komponenten interagiert oder die Bindung an die Zielproteine vermittelt (Srinivasan et

al, 2007).

1.3.5. Wichtigkeit der Fe/S-Proteinbiogenese in Eukaryoten

Auch wenn die meisten zellbiologischen Untersuchungen im Modellorganismus S. cerevisiae
durchgefiihrt wurden, so wird mehr und mehr klar, dass der Prozess der Fe/S-Cluster-Biogenese in
nahezu allen Eukaryoten konserviert zu sein scheint (Lill, 2009; Tong & Rouault, 2006). Homologe
Proteine zu vielen der zuvor beschriebenen Komponenten aus Hefe sind mittlerweile in anderen
Modellsystemen wie menschlicher Zellkultur, Maus, Zebrafisch und Fruchtfliege beschrieben worden.
Die Untersuchungen umfassen viele Kernkomponenten der ISC- und CIA-Maschinerie wie Nfs1, Isd11,
Isul, Frataxin, Grx5, Ind1, Atm1, Npb35 und Narl (Biederbick et al, 2006; Lill & Muhlenhoff, 2008;
Pondarre et al, 2006; Sheftel et al, 2009; Shi et al, 2009; Song & Lee, 2011; Song & Lee, 2008; Stehling
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et al, 2004; Stehling et al, 2008; Tong & Rouault, 2006; Wingert et al, 2005). Es scheint
wahrscheinlich, dass die restlichen, bislang noch nicht charakterisierten, homologen Proteine
ebenfalls dhnliche Funktionen wie in Hefe erfillen. In héheren Eukaryoten sind allerdings
Genduplikationen von einigen ISC- und CIA-Komponenten aufgetreten (Balk & Pilon, 2011; Lill, 2009).
Dies deutet darauf hin, dass der Prozess der Fe/S-Cluster-Biogenese in hoheren Eukaryoten
komplizierter ist als in Hefe, auch wenn die Grundelemente die gleichen sein dirften.

Die Biogenese von Fe/S-Clustern ist ein lebenswichtiger Prozess, darum sind viele
Biogenesekomponenten essentiell sowohl fiir Hefen als auch fiir humane Zellen (Rouault & Tong,
2008; Ye & Rouault, 2010). In Hefe ist es sogar der einzige lebensnotwendige Prozess, der in den
Mitochondrien stattfindet (Lill, 2009). So kdbnnen Hefen ohne funktionierende Atmungskette zwar
nicht mehr auf respiratorische Kohlenstoffquellen zuriickgreifen, die Verwertung von Glukose durch
fermentativen Stoffwechsel ist dagegen nicht beeintrachtigt. Deswegen wachsen Hefen ohne
mitochondriale DNA zwar langsamer in Glukose-Medium, aber sie Uberleben ohne weitere
Beeintrachtigung. Da Hefemitochondrien kein essentielles Fe/S-Protein auRer Yahl enthalten,
welches aber fur die Fe/S-Cluster-Biogenese benotigt wird, muss die Ursache fir den grundlegenden
Charakter dieses biochemischen Prozesses aullerhalb der Mitochondrien liegen. Das zytosolische
Fe/S-Protein Rlil1 (Kispal et al, 2005; Yarunin et al, 2005), das unabdingbar fir das Recycling von
Ribosomen und damit fiir die Proteintranslation ist (Barthelme et al, 2011; Pisarev et al, 2010), sowie
die essentiellen nukledren Fe/S-Proteine Rad3 (Rudolf et al, 2006), eine DNA-Helikase, und Pri2
(Klinge et al, 2007), eine RNA-Primase, kdnnten den Zusammenhang erklaren.

Es stellt sich die Frage, wie in Organismen ohne Mitochondrien (beispielsweise Microsporidia, Giardia
oder Entamoeba) die Fe/S-Cluster-Biogenese ablduft. Genetische Studien zeigten, dass diese
Organismen Homologe zu Komponenten der ISC- und CIA-Maschinerie enthalten, aber Gene von
klassischen Funktionen der Mitochondrien wie Hamsynthese, Citratzyklus und Respiration verloren
haben. Zellbiologische Studien konnten zeigen, dass diese Organismen kleine Doppelmembran-
begrenzte Kompartimente, sogenannte Mitosomen, enthalten (Tovar et al, 1999; Tovar et al, 2003;
Williams et al, 2002). Es wird davon ausgegangen, dass sie in Folge der parasitdren Lebensweise
durch reduktive Evolution aus Mitochondrien entstanden sind (van der Giezen & Tovar, 2005). In
diesen Mitosomen wurden tatsachlich Proteine fir die Fe/S-Cluster-Biogenese gefunden (Goldberg
et al, 2008; Tovar et al, 2003; Williams et al, 2008).

Die Wichtigkeit der Fe/S-Cluster-Biogenese in Sdugern wird auBerdem durch die zahlreichen
Krankheiten veranschaulicht, die mit Defekten in der Fe/S-Biogenese und Fe/S-Proteinen verbunden
sind (Lill, 2009; Rouault & Tong, 2008). Erwahnt sei an dieser Stelle nur eine der haufigsten dieser
Krankheiten, die neurodegenerative Erkrankung Friedreich Ataxie, die durch verminderte zelluldre

Mengen des hypothetischen Eisenchaperons Frataxin verursacht wird.
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1.4. Ferredoxine

Ferredoxine (Fdx) sind kleine wasserldsliche Fe/S-Proteine die als Ein-Elektronen-Transporter in einer
Vielzahl metabolischer Prozesse in nahezu jedem Organismus vorkommen. Das erste Ferredoxin
wurde 1962 aus dem anaeroben Bakterium Clostridium pasteurianum isoliert (Mortenson et al,
1962), aber ein dhnliches ,eisenhaltiges” Protein mit niedrigem Redoxpotential wurde im gleichen
Jahr in Spinatchloroplasten gefunden (Tagawa & Arnon, 1962). Kurze Zeit spater wurden Ferredoxine
aus vielen weiteren biologischen Proben gewonnen, unter anderem das Ferredoxin aus Sdugetier-
Nebennierenmitochondrien, das Adrenodoxin (Adx) genannt wurde (Suzuki & Kimura, 1965).
Abhdngig von der Anzahl der enthaltenen Eisenatome pro Molekil wurden Ferredoxine
klassischerweise in vier verschiedene Gruppen eingeteilt. Nach der letzten Nomenklaturempfehlung
des NC-IUB (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry) von 1978 zdhlen
bakterielle Rubredoxine nicht mehr zu den Ferredoxinen sondern bilden eine eigene Proteinklasse
(NC-IUB, 1979). Tatsachlich enthalten Rubredoxine nur ein Eisenatom, das von vier Cysteinen
koordiniert wird, jedoch keinen echten Fe/S-Cluster. Es sind folglich keine richtigen Fe/S-Proteine,
obwohl sie mitunter immer noch zu ihnen gezahlt werden (Meyer, 2008). Heutzutage werden im
Wesentlichen zwei Gruppen von Ferredoxinen unterschieden, die jeweils echte Fe/S-Cluster
enthalten. Die ,bakteriellen Ferredoxine” enthalten einen oder zwei Fe/S-Cluster vom [3Fe-4S] und/
oder [4Fe-4S] Typ (Degtyarenko & Kulikova, 2001). Sie umfassen auch eine spezielle Gruppe von
[4Fe-4S] Cluster enthaltenen Ferredoxinen mit bemerkenswert hohen Redoxpotentialen, welche
HiPIP (high potential iron proteins) genannt wurden (Jensen, 1974). Die ,,[2Fe-2S] Ferredoxine” bilden
die zweite Gruppe. Sie enthalten einen [2Fe-2S] Cluster und kénnen wiederum in drei Untergruppen
unterteilt werden: Pflanzen-Typ [2Fe-2S] Fdx aus photosynthetischen Organismen, Wirbeltier-Typ
[2Fe-2S] Fdx und Thioredoxin-artige [2Fe-2S] Fdx (Ewen et al, 2011). An dieser Stelle sei angemerkt,
dass die Bezeichnung Wirbeltier-Typ Fdx irrefiihrend ist, da in diese Gruppe auch viele Ferredoxine
aus Bakterien fallen, wie zum Beispiel Putidaredoxin (Pdx) und Terpredoxin (Tdx). Aus diesem Grund
wird in dieser Arbeit abweichend die Bezeichnung MB-Typ Ferredoxine (Mitochondrien-Bakterien-
Typ Ferredoxine) fir diese Proteine verwendet. Die drei Untergruppen unterscheiden sich in ihrer
Beteiligung an unterschiedlichen Elektronentransferprozesses: Pflanzen-Typ Fdx nehmen am
photosynthetischen Elektronentransfer teil, sie erhalten Elektronen vom Photosystem | und
Ubertragen sie auf verschiedene Akzeptoren im Chloroplastenstroma, zum Beispiel auf
Ferredoxinoxidoreduktase (FdxR) zur Produktion von NADPH; MB-Typ Fdx sind schon lange als
Elektronenibertrager zwischen FdxR und Cytochrom P450 Enzymen bekannt (Omura et al, 1966);
Thioredoxin-artige Fdx, deren Funktion noch nicht endgiiltig aufgeklart wurde, sind wahrscheinlich
im Stickstofffixierungsstoffwechselweg involviert (Meyer, 2001). Obwohl die Sequenzidentitat

zwischen den ersten beiden Untergruppen geringer als 23 % ist (Holden et al, 1994), sind sie sich
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strukturell dhnlich und weisen den gleichen Faltungstyp um den Fe/S-Cluster auf, welcher als B-grasp
bezeichnet wird (Orengo & Thornton, 2005). Dieses Faltungsmotiv besteht aus einem gemischten
B-Faltblatt mit vier B-Strangen sowie einer flankierenden a-Helix. Es wurde gefunden, dass Pflanzen-
Typ Fdx und MB-Typ Fdx neben dieser dhnlichen Kerndomane noch eine weitere Domane enthalten,
die als Interaktionsdomane bezeichnet wird und fiir die funktionellen Unterschiede verantwortlich
sein durfte (Muller et al, 1999). Thioredoxin-artige Fdx unterscheiden sich stark von den anderen

beiden Untergruppen und weisen eine Thioredoxinfaltung um den Fe/ S Cluster auf (Abb. 1.10).

Mitochondrien-Bakterien-Typ Fdx Pflanzen-Typ Fdx Thioredoxin-artiges Fdx
(Rinder Adx - 1CJE) (Spinat Fdx - 1A70) (A. aeolicus Fdx - 1IM2A)

Abbildung 1.10: Struktureller Vergleich der drei Untergruppen von [2Fe-2S] Ferredoxinen. Darstellung der Strukturen von
Rinder Adx (Pikuleva et al, 2000), Spinat Fdx (Binda et al, 1998) und Thioredoxin-Fdx aus A. aeolicus (Yeh et al, 2002) als
reprasentative Vertreter der drei Untergruppen von [2Fe-2S] Cluster Ferredoxinen. Die strukturelle Verwandtschaft der
Mitochondrien-Bakterien-Typ (MB-Typ) und Pflanzen-Typ Ferredoxine ist erkennbar an der identischen Kerndoméne
(B-grasp Faltung), die jeweils im Bild rechts angeordnet ist. Diese Domine wurde zur besseren Ubersicht dunkler eingefirbt

als die links angeordnete Interaktionsdomane. In Klammern ist die PDB-ID angegeben.

Nicht nur zwischen den Untergruppen von [2Fe-2S] Fdx gibt es bemerkenswerte funktionelle
Unterschiede, sondern auch innerhalb einer Untergruppe erfiillen die Ferredoxine hochspezifische
Funktionen. Bakterielles Pdx, ein MB-Typ Fdx, Ubertragt Elektronen auf das Cytochrom P450,,
(CYP101) im Campher-Hydroxylasesystem des gram-negativen Bakteriums Pseudomonas putida. Es
kann in seiner Funktion weder durch Adx aus Sdaugern noch durch bakterielles Tdx ersetzt werden
(Kostic et al, 2002; Lipscomb et al, 1976). Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass Adx in
der Lage ist, Elektronen effektiv auf andere bakterielle Cytochrom P450 Enzyme zu lbertragen (Ewen
et al, 2011). Wie mehrere aktuelle Studien zeigen, scheinen auch Pflanzen-Typ Ferredoxine
spezifische Funktionen zu erfiillen - trotz verbliiffender Sequenzkonservierung zwischen einzelnen
Pflanzen-Typ Ferredoxinen (Abb. 1.11). In Arabidopsis thaliana gibt es insgesamt sechs Pflanzen-Typ
Ferredoxine (Hanke et al, 2004), von denen zwei an der photosynthetischen Elektroneniibertragung
beteiligt sind und in den Blattern exprimiert werden. Das mengenmaRig deutlich haufigere
Chloroplast-Ferredoxin AtFd2 ist involviert im linearen Elektronenfluss, das weniger stark exprimierte

AtFd1 hingegen am zyklischen Elektronenfluss (Hanke & Hase, 2008). Das in den Wurzeln lokalisierte
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Chloroplast-Ferredoxin AtFd3 scheint fir die Nitrat- und Sulfatassimilation wichtig zu sein (Hanke et
al, 2008). Erst vor kurzem wurde AtFdC1 (AtFdx6 in Abb. 1.11) aus A. thaliana charakterisiert, das
neun zuséatzliche Aminoséduren an seinem C-Terminus im Vergleich zu AtFdx1 und AtFd2 aufweist. Es
wurde gezeigt, dass AtFdC1 zwar Elektronen von Photosystem | empfangen kann, sie aber hochst
wahrscheinlich nicht auf FdxR Gbertrdgt (Voss et al, 2011). Es wird spekuliert, dass AtFdC1 eine
wichtige Rolle bei der ,Umleitung” Uberschissiger Elektronen spielt. Dies kann zum Beispiel bei
hoher Lichtintensitdt auftreten, wenn die Stroma-stdndigen und (iblichen Elektronenakzeptoren

AtFd1 und AtFd2 bereits reduziert sind.
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Abbildung 1.11: Ahnlichkeit von Pflanzen-Typ Ferredoxinen in der Primarstruktur. Multi-Sequenzalignment der Pflanzen-
Typ Ferredoxine aus A. thaliana, C. reinhardtii und Z. mays erstellt mit ClustalW2 (Chenna et al, 2003) und bearbeitet mit
Jalview (Waterhouse et al, 2009). Verwendet wurden die Kernsequenzen ohne Chloroplasten-Signalsequenz gesammelt von
der UniProt Datenbank verfligbar im World Wide Web. In den Sequenzen sind die Aminosaduren nach Konservierung farbig
markiert. Folgende Ferredoxine wurden verwendet (mit Proteinkennung):

Arabidopsis thaliana (Chloroplast-Ferredoxine: chFd1 - 004090; chFd2 - P16972; chFd3 - Q9ZQG8; chFd4 - Q9FIA7; Fdx5 -
Q9C7Y4; Fdx6 - Q8LD29), Zea mays (Chloroplast-Ferredoxine: chFdx1 - P27787; chFdx3 - P27788; chFdx5 - P27789; chFdx6 -
P94044), Chlamydomonas reinhardtii (Chloroplast-Ferredoxine: Fd - P07839; Fd2 - Q2HZ25; Fd3 - Q2HZ24; Fd4 - Q2HZ23;
Fdx5 - Q2HZ22; Fdx6 - Q2HZ21).

Im Genom der einzelligen Griinalge Chlamydomonas reinhardtii sind sechs verwandte Pflanzen-Typ
Ferredoxine kodiert (Abb. 1.11), deren Expression in Abhangigkeit von verfligbaren Nahrstoffen
unterschiedlich reguliert wird (Terauchi et al, 2009). Es ist auBerdem bekannt, dass eines dieser
Ferredoxine CrFd, kodiert durch das PETF Gen, das wichtigste photosynthetische Ferredoxin ist und

Elektronen von Photosystem | auf FdxR Ubertragt. Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass CrFdx2
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effektiver im Vergleich zu CrFd in der Elektronenibertragung zu Nitritreduktase ist. Deshalb wurde
vorgeschlagen, dass jedes Pflanzen-Typ Ferredoxin aus C. reinhardtii Substratspezifitat aufweist
(Terauchi et al, 2009).

In einer vor kurzem veroffentlichen Studie wurde gezeigt, dass auch in menschlichen Zellen zwei
Ferredoxine existieren, die sich durch hohe Substratspezifitat auszeichnen (Sheftel et al, 2010). Schon
langer ist bekannt, dass Fdx1l Elektronen von FdxR zu membrangebundenen Cytochrom P450
Enzymen in der Biogenese von Steroidhormonen (bertragt. Das Protein ist also das funktionale
Homologe des seit 1965 bekannten Adx. Fdx2 wurde lange Zeit nicht beschrieben, da vermutet
wurde, dass Fdx1 die gleichen Funktionen wie das einzige Ferredoxin aus S. cerevisiae Yahl erfiillt,
namlich eine Funktion in der Elektronenubertragung bei der Biogenese von Fe/S-Clustern. Die
Beobachtung, dass das FDX1 Gen die Depletion von Yah1l in vivo nicht komplementierte, wurde auf
Speziesspezifitat zuriickgefiihrt. Hefe hingegen enthalt nur das Ferredoxin Yah1. Dieses war das erste
Ferredoxin, fir das die direkte Beteiligung an der Fe/S-Cluster-Biogenese gezeigt wurde (Lange et al,
2000). Bemerkenswerterweise wurde bereits 1974 ein [2Fe-2S] MB-Typ Fdx in E. coli identifiziert
(Knoell & Knappe, 1974), obwohl der Organismus (wie man heute weil}) (berhaupt keine Cytochrom
P450 Enzyme enthélt (Omura, 2010). Das FDX Gen in E. coli wurde 1999 als Teil des ISC-Genclusters
beschrieben (siehe Kapitel 1.3.3). Aus diesem Grund wurde angenommen, dass FDX an der Fe/S-
Cluster-Biogenese beteiligt ist, wobei die genaue Funktionsweise sowie der Elektronenakzeptor
ebenso wie fir Yahl nicht bekannt sind (Lange et al, 2000; Takahashi & Nakamura, 1999). Auch
Pflanzen enthalten neben den in Chloroplasten lokalisierten Pflanzen-Typ Ferredoxinen
mitochondrial lokalisierte MB-Typ Ferredoxine, die sich im CX,CX,C Motiv (n = 4 in Pflanzen-Typ FdXx,
n=5 in MB-Typ Fdx) sowie anderen untergruppenspezifischen Resten klar voneinander
unterscheiden (Abb. 1.12). Beispielsweise ist der Abstand von den ersten drei koordinierenden
Cysteinen zum letzten unterschiedlich zwischen Pflanzen-Typ Fdx und MB-Typ Fdx, ebenso wie die
unmittelbar benachbarten Reste der Cysteine. Trotz dieser Unterschiede in der Primarstruktur der
Kerndomane weisen bemerkenswerterweise beide Ferredoxin-Typen dieselbe Faltung um den
[2Fe-2S] Cluster auf (B-grasp, siehe Abb. 1.10).

Mitochondriale Ferredoxine aus Pflanzen sind bislang nur fiir A. thaliana beschrieben worden, in der
es zwei dhnliche mitochondriale Ferredoxine (85 % Sequenzidentitdt ohne die Signalsequenz (ca. 60
Aminosauren)) gibt (Abb. 1.12). Es wurde gezeigt, dass der Elektronentransfer Uber diese
Ferredoxine fiir die Funktion der Biotin-Synthase essentiell ist (Picciocchi et al, 2003). AuBerdem
konnte die Elektronentransportkette aus NADH/ NADPH, FdxR und den beiden mitochondrialen
Ferredoxinen in vitro rekonstituiert werden. Da zum Zeitpunkt der Untersuchung noch kein
mitochondriales Cytochrom 450 Enzym in Pflanzen bekannt war, wurde die Elektronenibertragung

auf das Cytochrom P450 Enzym CYP11B2 aus Rind getestet und kein Transfer gefunden (Takubo et al,
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2003). Daher wurde vermutet, dass beide Ferredoxine eine Rolle bei der Biogenese von Fe/S-Clustern

spielen kénnten (Picciocchi et al, 2003; Takubo et al, 2003).
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Abbildung 1.12: Unterscheidung von Pflanzen-Typ und MB-Typ Ferredoxinen. Multi-Sequenzalignment zum Vergleich von
Pflanzen-Typ Ferredoxinen mit MB-Typ Ferredoxinen erstellt mit ClustalW2 (Chenna et al, 2003) und bearbeitet mit Jalview
(Waterhouse et al, 2009). Verwendet wurden die Kernsequenzen ohne Mitochondrien-/Chloroplasten-Signalsequenz
gesammelt von der UniProt Datenbank verfligbar im World Wide Web. Die Sequenzen sind flir Aminosduren mit
Konservierung > 85 % Identitat je Untergruppe farbig markiert und zeigen die untergruppenspezifischen Reste an. Die graue
Box zeigt die typische Unterscheidungssequenz um die ersten drei koordinierenden Cysteine an. Die Bereiche der
Kerndomane sind mit blauem Schatten unterlegt, die der Interaktionsdoméne mit orangen Schatten (Vgl. auch Abb. 1.10).

Verwendet wurden die Pflanzen-Typ Ferredoxine aus Abb. 1.11 sowie folgende MB-Typ Ferredoxine (mit Proteinkennung):

Arabidopsis thaliana (mitochondriale Ferredoxine: Fdx2a - NP_001031685.1; Fdx2b - AAL82813.1), Zea mays
(mitochondriale Ferredoxine: Fdx2a - ACF81722.1; Fdx2b - ACG44621.1), Chlamydomonas reinhardtii (Fdx2 - ED096620.1),
Homo sapiens (Fdx2 - AAH63460.1), Homo sapiens (Fdx1 - NP_004100.1), Saccharomyces cerevisiae (Yahl - Q12184.1),

Schizosaccharomyces pombe (Etpl - NP_594836.1).
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Das mitochondriale Ferredoxin Yah1 aus Hefe ist neben der Biogenese von Fe/S-Clustern auch an
anderen metabolischen Prozessen als Elektronentransferprotein beteiligt. Zum einen liefert es
Elektronen fiir die Hydroxylierungsreaktion von Hdm O in der Hdm A Biosynthese (Barros et al, 2001;
Barros et al, 2002), wobei der Elektronenakzeptor noch nicht experimentell verifiziert worden ist. Da
allerdings das mitochondriale Ferredoxin in der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe als
Fusionsprotein Etpl mit der mutmalllichen Monooxygenase Cox15 exprimiert wird, liegt die
Vermutung nahe, dass Cox15 der Elektronenakzeptor in der Biosynthese von Ham A ist. Zum anderen
ist erst seit kurzem bekannt, dass Yahl auch an der Biosynthese von Koenzym Qg, dem zentralen
Elektronentransporter in der mitochondrialen Atmungskette, beteiligt ist (Pierrel et al, 2010). Der
biosynthetische Schritt und der Elektronenakzeptor sind bisher nicht bekannt. Ebenso wenig ist
bislang bekannt, ob auch in hoheren Eukaryoten mitochondriale Ferredoxine in diesen

Biosyntheseprozessen involviert sind.

1.5. Das WD-Repeat-Protein Cial

Das Protein Cial erfillt in S. cerevisiae eine essentielle Funktion in der eukaryotischen CIA-
Maschinerie, wo es am zweiten Schritt, dem Transfer des vorgefertigten Fe/S-Clusters in das
eigentliche Zielprotein, beteiligt ist (Balk et al, 2005). Cial gehort zur groRen Gruppe der WD-Repeat
Proteine, deren Anzahl in Hefe mit 56 vorhergesagt wird und von denen es in Menschen wohl (iber
200 gibt (Li & Roberts, 2001; Smith, 2008). Diese Proteine zeichnen sich durch ein sich
wiederholendes Motiv mit einem Tryptophan-Glutamat (WD) Dipeptid am Ende aus. Das gesamte
Sequenzmotiv umfasst etwa 44 - 60 Aminosauren und wird als WD-Repeat bezeichnet. Die Anzahl
der Wiederholungen kann zwischen vier und sechzehn liegen, am haufigsten treten sieben
WD-Repeats auf (Smith et al, 1999). Die Wiederholungseinheit enthélt typischerweise das Glycin-
Histidin (GH) Dipeptid 11 - 24 Reste nach dem N-Terminus und das Tryptophan-Glutamat (WD)
Dipeptid am C-Terminus und ist sonst von der Primarstruktur eher wenig konserviert, wobei sogar
weder das GH-Dipeptid noch das WD-Dipeptid streng konserviert sind. Tatsachlich stellt die
Wiederholungseinheit eher ein stark konserviertes strukturelles Motiv da: vier antiparallele
B-Strange bilden ein B-Faltblatt, welches durch eine sogenannte strukturelle Tetrade stabilisiert wird
(Sondek et al, 1996; Wall et al, 1995). Hierbei handelt es sich um ein Wasserstoffbriickennetzwerk,
das von den Seitenketten von vier Aminosduren gebildet wird (Abb. 1.13). Die strukturelle
Wiederholungseinheit (ein sogenanntes ,blade” oder Propellerblatt) ist nicht mit einem WD-Repeat
identisch, sondern der erste B-Strang des WD-Repeats (B-Strang D) gehort zur vorhergehenden
strukturellen Wiederholungseinheit. Mehrere solcher Propellerblatter sind pseudorotations-

symmetrisch angeordnet. Die sich ergebene Struktur wird als B-Propeller bezeichnet und durch
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hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den B-Faltblattern stabilisiert. In die Proteinfamilie der

B-Propeller Proteine fallen auch andere Proteine, die keine WD-Repeat Proteine sind.

Abbildung 1.13: Darstellung der strukturellen Wiederholungseinheit (Propellerblatt) eines WD-Repeat Proteins und des
sie stabilisierenden Wasserstoffbriickennetzwerkes. Dargestellt ist Propellerblatt vier der B-Untereinheit des G-Proteins
aus Rind (1GOT), des ersten strukturell charakterisierten WD-Repeat Proteins. Die B-Strdnge sind aufeinanderfolgend
beschriftet von A bis D, wobei A in der Mitte des B-Propellers liegt. Das Wasserstoffbriickennetzwerk wird gebildet aus dem
Tryptophan des WD-Dipeptids, dem Histidin des GH-Dipeptids sowie einem Serin (oder Threonin) in B-Strang B sowie

einem Aspartat in der BC-Schlaufe.

Ein wichtiger Stabilisierungsfaktor bei B-Propeller Proteinen ist die Art der Zyklisierung: das letzte
B-Faltblatt wird in den meisten Fallen aus einer Kombination von N- und C-terminalen B-Strangen
gebildet. Der entstehende B-Propeller ist vom sogenannten ,Velcro-Typ“ (Klettverschluss-Typ) und
stabil (Smith, 2008). Nur selten erfolgt der Ringschluss allein durch hydrophobe Wechselwirkungen
ohne Beteiligung eines solchen gemischten B-Faltblattes. Entsprechende B-Propeller Proteine sind
vom ,nicht-Velcro-Typ“ und flexibler. B-Propeller aus WD-Repeats sind oft Doméanen von
Multidomanen-Proteinen und involviert in vielen unterschiedlichen zellularen Prozessen. In keinem
der bislang untersuchten Fallen war die B-Propeller WD-Repeat Domane aktiv an einem katalytischen
Prozess beteiligt (Smith, 2008). Was alle WD-Repeat Domadnen gemeinsam haben, ist nicht die Art
und Weise der Substratbindung oder der Stoffwechselweg an dem sie beteiligt sind, sondern
vielmehr die Fahigkeit, reversibel mit anderen Proteinen zu interagieren. WD-Repeat Domanen
bilden stabile Plattformen, auf denen sich groRere Protein-Protein-Komplexe zusammenlagern
kénnen (Smith, 2008; Smith et al, 1999), zum Beispiel in Prozessen der Signaltransduktion (G-Protein
Untereinheit B), des Vesikeltransports (Sec13), der Transkriptionskontrolle (Tupl) oder der
Zellzykluskontrolle (Cdc4). Das Protein Cial erfillt vermutlich den gleichen Zweck bei der Biogenese
von Fe/S-Clustern und ermoglicht die Interaktion von Zielproteinen mit frihen Komponenten der
CIA-Maschinerie wie Cfd1-Nbp35 und Narl. Tatsachlich konnte die direkte Interaktion von Narl mit

Cial in Hefe bereits gezeigt werde (Balk et al, 2005).
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Cial wurde im Gegensatz zu Cfd1, Nbp35 und Narl hauptsachlich im Kern lokalisiert gefunden (Balk
et al, 2005). Ciaol, das homologe Protein aus menschlichen Zellen, interagiert mit dem Wilms
Tumorsuppressorprotein WT1 (Johnstone et al, 1998), einem Zink-abhangigen Transkriptionsfaktor.
Es wird daher vermutet, dass Cial eine zusatzliche Funktion im Zellkern erfillt. Die Struktur von Cial
aus Hefe ist seit 2007 bekannt (Srinivasan et al, 2007) und seit 2009 ist auch die Struktur von Ciaol
verfligbar (Abb. 1.14). Beide bestehen nur aus einer WD-Repeat Domane mit sieben WD-Repeats,
Interaktionen werden vermutlich durch die Schlaufen zwischen den B-Strdngen vermittelt. Von
WD-Repeat Domadnen ist bekannt, dass die Substratbindung sowohl an der zentralen Tunnelregion
(Couture et al, 2006; Dou et al, 2006; Jennings et al, 2006; Ruthenburg et al, 2006; Schuetz et al,

2006) als auch an ein oder zwei Propellerblatter erfolgen kann (Ford et al, 1998; Song et al, 2008).

Cia1 (2HES) Ciao1 (3FMO)

Abbildung 1.14: Struktur des WD-Repeat Proteins Cial. Vergleich der Strukturen von Cial aus Hefe (griin, 2HES) und Ciaol
aus Mensch (orange, 3FM0) mit dem N-terminalen B-Strang in blau und dem C-terminalen B-Strang in rot zur besseren
Visualisierung der ,Velcro-Typ“ (Klettverschluss-Typ) Zyklisierung. Aufsicht auf den B-Propeller, per Festlegung ist dies die
Seite mit den DA Schlaufen (Srinivasan et al, 2007). Beide Strukturen sind dhnlich und unterscheiden sich nur in manchen

Schlaufen, die unterschiedlich lang und wegen intrinsischer Flexibilitdt zum Teil in der Struktur nicht definiert sind.

1.6. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Fe/S-Proteine spielen eine essentielle Rolle in einer Vielzahl grundlegender metabolischer Prozesse
und aus diesem Grund ist das Verstandnis ihrer Biogenese und speziell ihrer Kofaktoren, der Fe/S-
Cluster, von enormem wissenschaftlichem Interesse. Auch zum Verstehen und moglicherweise zur
Behandlung von Krankheiten, die mit einer Fehlfunktion von Fe/S-Proteinen oder Fe/S-Cluster
Biogenese-Komponenten verbunden sind, ist eine Klarung der zugrundeliegenden zellularen und
molekularen Mechanismen unerlasslich. Der Prozess der Fe/S-Cluster-Biogenese in Eukaryoten ist
hinsichtlich der beteiligten Proteine relativ gut verstanden. Im Modellorganismus S. cerevisiae sind
mittlerweile 15 Proteine der mitochondrialen ISC-Maschinerie, drei Komponenten der ISC-Export-
Maschinerie und sechs Komponenten der der zytosolischen CIA-Maschinerie bekannt. Zwei weitere

CIA-Komponenten sind kirzlich identifiziert worden (). Mascarenhas, personliche Mitteilung). Es ist
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deshalb davon auszugehen, dass der GroRteil der Biogeneseproteine bereits beschrieben worden ist.
Grundsatzlich scheinen alle bakteriellen und eukaryotischen Biogenese-Systeme dem gleichen
biosynthetischen Prinzip mit zwei Hauptreaktionen zu folgen: Erstens die de novo Assemblierung
eines Fe/S-Clusters auf einem Geristprotein und zweitens der Transfer dieses vorgefertigten Fe/S-
Clusters in das eigentliche Zielprotein (Lill, 2009). Trotz der Kenntnis der Biogenesekomponenten und
vielfaltiger Hypothesen beziiglich ihrer individuellen Funktion ist der molekulare Ablauf und
Mechanismus sowohl der de novo Fe/S-Cluster Biogenese als auch des Transfers von Fe/S-Clustern
bislang erst schlecht verstanden (Lill, 2009).

Ein grundsatzliches Problem bei der Klarung der molekularen Mechanismen ist, dass fiir diese
Untersuchungen in der Regel mit gereinigten Proteinen gearbeitet werden muss und die
Ubertragbarkeit dieser in vitro Studien auf die in vivo Situation mitunter nur schwer zu iiberpriifen
ist. Als Beispiel hierfiir sei genannt, dass trotz der Identifizierung und Charakterisierung der ersten
Cysteindesulfurase NifS 1993 durch Zheng und Kollegen (Zheng et al, 1993) bis heute immer noch
unklar ist, wie die physiologische Schwefelfreisetzung und der Schwefeltransfer in vivo
vonstattengehen. In vitro erfolgt der Cysteindesulfurase-vermittelte Reaktionsumsatz in Gegenwart
chemischer Konzentrationen DTT oder 2-Mercaptoethanol, welches beide keine physiologisch
relevanten Komponenten sind. Beide Reduktionsmittel fiihren zur Umwandlung des Desulfurase-
gebundenen Persulfids zu freiem Sulfid (S*). Deshalb entsprechen durch Cysteindesulfurasen-
vermittelte Rekonstitutionen in vitro eher einer chemischen Rekonstitution und nicht der in vivo
Situation der Enzym-vermittelten Schwefelibertragung. Die Abhingigkeit der de novo Fe/S-Cluster
Biosynthese von der Elektronentransferkette Arh1-Yah1 ist bekannt (Muhlenhoff et al, 2003), die
genaue Rolle und der Mechanismus der in vivo Reduktion sind allerdings noch zu identifizieren. In
diesem Zusammenhang ist noch nicht genau geklart, in welcher Form der Schwefel an Isul bindet
und in den Fe/S-Cluster eingebaut wird. Ebenso wenig ist geklart, ob die Schwefellibertragung vor,
wahrend oder nach der Eisenbindung geschieht. Viele Fragen bestehen hinsichtlich der genauen
Rolle weiterer Komponenten der ISC-Maschinerie, der ISC-Export-Maschinerie und der CIA-
Maschinerie. An dieser Stelle seien beispielhaft die Frage nach der Funktion des nur in Eukaryoten
vorkommenden Proteins Isd11, der Mechanismus der Umwandlung eines [2Fe-2S] Clusters zu einem
[4Fe-4S] Cluster, das unbekannte Substrat der Exportreaktion und die Rolle von Ervl, der Fe/S-
Cluster Zusammenbau auf dem zytosolischen Gertiist Cfd1-Nbp35 sowie das Zusammenspiel von Narl
mit Cial und weiteren CIA-Komponenten beim Transfer des vorgefertigten Fe/S-Cluster in
Zielproteine genannt.

Ziel dieser Arbeit war es, einige offene Fragen zum besseren Verstandnis der molekularen
Mechanismen bei der Biogenese von Fe/S-Clustern in eukaryotischen Zellen zu kldren. Dazu wurden

biochemische und strukturelle Untersuchungen durchgefiihrt, die durch funktionelle Analysen in vivo
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und in vitro erganzt wurden. Die erste bearbeitete Fragestellung betraf das Verstandnis der
hochspezifischen MB-Typ Ferredoxine Yahl (Hefe) sowie Fdx1 und Fdx2 (beide Mensch). Wahrend
Yah1 aus Hefe an der Biogenese von Fe/S-Clustern sowie der Biosynthese von Hdm A und Koenzym
Qs beteiligt ist (Barros et al, 2001; Barros et al, 2002; Lange et al, 2000; Pierrel et al, 2010), konnte
kirzlich gezeigt werden, dass das humane Ferredoxin Fdx1 spezifisch Elektronen fir die
Steroidhormonbiosynthese liefert, wohingegen Fdx2 essentiell ist fir die Biosynthese von Fe/S-
Clustern und Ham A ist (Sheftel et al, 2010). Der groRen Ahnlichkeit der humanen Proteine Fdx1 und
Fdx2 (41 % Sequenzidentitat; 66 % Sequenzdhnlichkeit) steht eine verbliiffend hohe Funktions- und
Substratspezifitat gegeniliber, deren molekulare Ursachen ermittelt werden sollten. Dazu war es
zunachst notig, die 3D-Struktur des Fdx2 zu bestimmen, um dann einen strukturellen Vergleich mit
der bekannten Struktur des Fdx1 durchzufiihren. Dies sollte als Ausgangspunkt fir die molekulare
Analyse der fir die hohe Substratspezifitat wichtigen strukturellen Parameter dienen. In diesem
Zusammenhang sollte schlussendlich versucht werden, die Funktionalitat der Proteine Fdx1 und Fdx2
umzukehren, um so die Relevanz der spezifischen Proteinabschnitte fiir die jeweilige Funktion zu
verifizieren. In einem zweiten Projekt sollte das Gerustprotein Isul als moglicher neuer
Interaktionspartner des Hefe Ferredoxins Yahl untersucht werden. Im Gegensatz zu den
Elektronenempfangern von Fdx1 in der Steroidhormonbiosynthese ist bislang weder fir Yahl noch
Fdx2 der Elektronenakzeptor in der Biogenese von Fe/S-Clustern in der ISC-Maschinerie bekannt.
Sowohl das Verstehen der Spezifitaten von Fdxl und Fdx2 als auch der Nachweis des
Elektronenempfangers von Yah1 oder Fdx2 in der Fe/S-Cluster Biogenese sind wichtig fir das bessere
Verstandnis des de novo Fe/S-Cluster Zusammenbaus auf dem Geristprotein Isul.

Eine dritte in dieser Arbeit bearbeitete Fragestellung betraf die Funktion des Proteins Cial der CIA-
Maschinerie. Cial ist ein WD-Repeat Protein und aufgrund seiner Zugehorigkeit zu dieser Protein-
Familie wird eine Rolle als Interaktionsplattform fiir andere CIA-Faktoren angenommen. Cial
interagiert mit dem CIA-Protein Narl (Balk et al, 2005) und durch parallele Arbeiten konnten
mittlerweile zwei weitere Interaktionspartner von Cial identifiziert werden (J. Mascarenhas,
personliche Mitteilung). Ausgehend von der bekannten Cial Struktur (Srinivasan et al, 2007) sollte
eine struktur-basierte Analyse zur Auswahl von konservierten Oberflachenresten fiihren, deren
funktionelle Rolle durch eine Mutagenesestudie und zellbiologische Untersuchungen getestet
werden sollte. Basierend auf der Hypothese, dass Cial als Interaktionsplattform fiir weitere CIA-
Komponenten fungiert, sollte der Einfluss der Mutationen auf die Interaktion mit diesen CIA-
Komponenten analysiert und so moégliche Bindestellen fiir ClIA-Partnerproteine identifiziert und

kartiert werden.
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2 Material

2.1. Gerdte

Gerdt

Autoklav

Blotapparatur
Dokumentationssystem
fiir Agarosegele:

fir Chemilumineszenz:
Elektrophoresesysteme
fiir Agarosegele:

fir SDS-PAGE:
Emulsifier
Fluoreszenzspektrometer

FPLC-System

Kristallisationsroboter
Mikroskope

pH-Meter

Plattenlesegerat
UV/VIS-Spektralphotometer
Waagen

Zentrifugen

Bezeichnung (Hersteller)
Systec V-150 (Systec)
Sedec M (peglab)

GDS (Intas)

Chemostar professional (Intas)

Model B1A (Owl separations systems)
Minigel-Twin (Biometra)

EmulsiFlex® C3 (Avestin)

FP-6300 (Jasco)

AKTA™purifier 10 mit Monitor UV-900 und
Fraktionskollektor Frac-950 (GE Healthcare)
Cartesian Microsys™ SQ4000 (Genomic Solutions)
SZ-ST mit SZ-60 optischer Aufbau (Olympus), MZ 8 (Leica)
UB-10 (Denver Instruments)

Infinite® M200 (Tecan)

U-550 (Jasco)

PT 1500 (Sartorius) und SBC22 (Saltec)

Biofuge pico (Heraeus), Fresco 21 (Heraeus),

Avanti J20 XP (Beckmann)

2.2. Chemikalien, Enzyme und Gréfienstandards

2.2.1. Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden in mindestens 99 % oder der

hochsten verfligbaren Qualitat verwendet und von den Firmen Sigma-Aldrich, Roth, Merck KGaA,

Serva, Difco Laboratories oder AppliChem bezogen.

2.2.2. Enzyme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen Fermentas

oder New England Biolabs bezogen. Aullerdem wurden folgende weitere Enzyme verwendet:
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Phusion® DNA Polymerase (Finnzymes), T4 DNA Ligase (New England Biolabs) sowie Alkalische

Phosphatase (Fermentas).

2.2.3. GroBenstandards

Der GroRenstandard fiir die Agarosegelelektrophorese war , GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder”
(Fermentas). Fur die SDS-PAGE wurde ebenfalls von der Firma Fermentas das Produkt , PageRuler™
Prestained Protein Ladder” verwendet. Zur Kalibration von Gelfiltrationssdulen wurde das ,Kit for
Molecular Weights 29000 - 700000“ der Firma Sigma-Aldrich sowie Cytochrom ¢ von der gleichen

Firma benutzt.

2.3. Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion hergestellt und sind nachfolgend

nach Verwendung sortiert aufgelistet.
2.3.1. Primer zur Konstruktion heterologer Genexpressionsvektoren fiir E. coli..

2.3.1.1. ..von YAHI1 (S. cerevisiae), FDX1 (H. sapiens) und FDX2 (H. sapiens)

Name Sequenz (5'->3') Zielvektor
h_Fdx1_Nhel_for CAAATGGCTAGCGAAGATAAAATAACAG PASK-
- - - IBA43plus
h_Fdx1_minusC_Hindlll_rev | GTTAAAAGCTTTTAAGCCACTGTTTCAGG PASK-
- - - - IBA43plus
h_Fdx1_fullC_Hindlll_rev GTTAAAAGCTTTCAGGAGGTCTTGC PASK-
- - - - IBA43plus
h_Fdx2_Nhel_for CAAATGGCTAGCGACGTGGTGAACGTG PASK-
- - - IBA43plus
h_Fdx2_minusC_Hindlll_rev | GTCGAAAGCTTTCACCTGGTGATCTTGGG PASK-
- - - - IBA43plus
h_Fdx2_fullC_Hindlll_rev GTCGAAAGCTTTCAGTGGGGCTTGGG PASK-
- - - - IBA43plus
vahl Nhel Strep for GTTAGCTAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAAGCGCTG PASK-

- - P GCGAAGAACTGAAGATAAC IBA43plus
Yah1_Hindlll_rev GGTCAAGCTTAACTAAAATCGTTGTTATTAACG PASK-

- - IBA43plus

Die Primer ,h_Fdx1 _minusC_Hindlll_rev” wund ,h _Fdx2_minusC_Hindlll_rev“ hybridisieren
12 Aminosauren vor dem Stopp-Codon und fiihren zu einem C-terminal verkiirztem Gen. Der Primer

,Yah1l Nhel_Strep_for“ fiihrt iiber den 5-Uberhang einen Strep-tag® ein.

2.3.1.2. ..ISU1 (S. cerevisiae)

Name Sequenz (5'->3') Zielvektor
Isulp_Nhel_for GTAAGCTAGCTATCATCCCAAGGTCATAG PASK-
IBA43plus
pASK-
Isulp_Ncol_rev CAATCCATGGGATAACATGGTTGGAGTG
IBA43plus
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2.3.2. Primer zur Konstruktion von Genexpressionsvektoren fiir S. cerevisiae..

2.3.2.1. ..von FDX1 und FDX2 (beide H. sapiens)

Name Sequenz (5'->3') Zielvektor
h_Fdx1_BamHI_for CAATGGATCCAGCGAAGATAAAATAAC p426-TDH3
h_Fdx1_fullC_Xhol_rev GTAATACTCGAGTCAGGAGGTCTTGCCC p426-TDH3

TGACTCGAGTCAGTGGGGCTTGGGGACATGGCCATCCACGTAGA

h_Fdx1_ex14_Xhol_rev AGTTCCTGGTTGTTTCAGGCACTCG

p426-TDH3

h_Fdx1_ex27_EcoRI_rev CAATGAATTCCGCTCCTTCCAGCTCCGGTGTCAAACAGATTTGGC | p426-TDH3

h_Fdx1_ex27_EcoRI_for CAATGAATTCACCCTGCCCAAGATCACCAGGAACTTCTACGTGG p426-TDH3

426_Bsp1407I_rev CGTCTGTACAGAAAAAAAAG p426-TDH3
h_Fdx2_Bgl Il for ATGGTAAGATCTCCGGCTGGAGAGGAGGACGC p426-TDH3
h_Fdx2_minN14_Bgl Il_for | GTGGTAAGATCTGACGTGGTGAACGTGGTG p426-TDH3
h_Fdx2_minusC_Xhol_rev CTGATACTCGAGTCACCTGGTGATCTTGGG p426-TDH3
h_Fdx2_fullC_Xhol_rev GTAATACTCGAGTCAGTGGGGCTTGGGGAC p426-TDH3

C- oder N-terminale Verkiirzungen wurden durch Primer erreicht, die an den entsprechenden Stellen
in den Genen hybridisieren. Der Austausch des C-Terminus von Fdx1 zur entsprechenden Fdx2-
Sequenz wurde durch 5-Uberhinge an die Riickwértsprimer und im weiteren durch die Einfiihrung

von EcoRI/Bsp14071-Schnittstellen erreicht.

2.3.2.2. ..von YAHI1 (S. cerevisiae)

Name Sequenz (5'->3') Zielvektor

Yahl_Sacl_for CTAGGAGCTCAAAATAACAACAATATAC p416-MET25
Yah1l_Hindlll_rev GAATAAGCTTTTAACTAAAATCGTTG p416-MET25
Yah1l_minusC_HindlIll_rev GAATAAGCTTTTACATCTGGGGCAGAGC p416-MET25
TDH3-new GTAGGTATTGATTGTAATTCTG p416-MET25

Der Yah1-ORF wurde aus dem Plasmid Yah1-426 (siehe 2.4.1.) mit Hilfe des Vektorprimers ,, TDH3-
new” und der Rickwartsprimer amplifiziert und anschlieRend in das Plasmid p416-MET25 kloniert.
Der Primer ,Yahl Sacl for” diente zur Amplifikation des Yah1l-ORF mit dem endogenen Promotor

(-308 bis -1 Sequenz) aus genomischer DNA.

2.3.3. Primer zur Mutagenese von YAH1, CIA1, FDX1 und FDX2

Die Mutagenese der Plasmid-kodierten Gene erfolgte nach dem ,QuikChange® Site-Directed
Mutagenesis” Protokoll der Firma Stratagene oder nach dem modifizierten Protokoll von Zheng,
Baumann und Raymond (Zheng et al, 2004) und ist in Kapitel 3.1. beschrieben. Die bendétigten Primer
wurden nach den entsprechenden Protokollangaben entworfen und sind im Anhang aufgelistet.
Verwendet wurden die Primer zur Mutagenese sowohl der heterologen Genexpressionsvektoren in
E. coli als auch der Genexpressionsvektoren fiir S. cerevisiae. Durch sequenzielle Verwendung der
Primer in aufeinanderfolgenden Mutagenese-PCR-Reaktionen wurden verschiedene Mutationen

miteinander kombiniert.
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2.4. Plasmide

Durch DNA-Sequenzierung (Firma Seglab) wurden alle Plasmide Giberpriift und so die Richtigkeit der

DNA-Sequenzen sichergestellt.

2.4.1. Ausgangsplasmide
Plasmid Beschreibung Marker Referenz
pASK-IBA43plus ohne Insert Amp" Firma IBA GmbH
p416-MET25 ohne Insert amp® Uaz | (Mumbergetal,
1995)
p426-TDH3 ohne Insert amp® Uraz | (Mumbergetal,
1995)
p426mitocyto-TDH3 | ohne Insert; mit F1B-Prasequenz Amp", URA3 | A. Pierik
pETDuet1-HisFdx1 humanes Hisg-tagged Fdx1 in pETDuetl Amp" z(gflwggtel etal,
pETDuet1-HisFdx2 humanes Hisg-tagged Fdx2 in pETDuetl Amp" z(gflwggtel etal,
pET15b-G58-Yahl S. cerevisiae Yah1 ab As Gly58 in pET15b Amp" U. Mihlenhoff
p426-Yahl S. cerevisiae Yah1l ORF in 426-TDH3 Amp", URA3 | U. Miihlenhoff
pPET15b-Y35-Isul S. cerevisiae Isul ab As Tyr35 in pET15b Amp" U. Mihlenhoff
. S. cerevisiae Isul ab As Tyr35 C-terminal R (Dutkiewicz et al
ET21d-IsulH Al !
P SULRIS Hise-tagged in pET21d mp 2003)
. S. cerevisiae Cial C-terminal HAs-tagged in R
p416-CialHA 0416-MET25 Amp", URA3 | (Balketal, 2005)
. S. cerevisiae Cial C-terminal HAs-tagged in R
p426-CialHA 0426-TDH3 Amp", URA3 | (Balketal, 2005)
pFET3-GFP(TRP) GFP unter der Kontrolle des Fet3-Promotors AmpR, TRP1 (ZFE)L(J)tSh)erford etal,

2.4.2.

Plasmide zur Expression von YAH1, ISU1, FDX1 und FDX2 in E. coli

Die Nummerierung der Aminosauren bei Fdx1 und Fdx2 folgt der in der Literatur Gblichen Zahlweise

von bovinem Adrenodoxin.

Plasmid Beschreibung Marker Referenz

pIBA43-Fdx1 humanes Fdx1 in pASK-IBA43plus Amp® diese Arbeit
pIBA43-Fdx2 humanes Fdx2 in pASK-IBA43plus Amp® diese Arbeit
pIBA43-Isul-Strep ;::F:_et\;i::: dlirL: iigé lsBTAy;:sIE;terminal Amp" diese Arbeit
pIBA43-Yah1-Strep ;::F:_et\;zs: inihplAz;tI)(ﬁ;f‘:éi?ui—terminaI AmpR diese Arbeit
pIBA43-Fdx1-C12 EZ?K&TBE’Z :;:Itsc'termi”a' 12As verkirzt in Amp*® diese Arbeit
pIBA43-Fdx2-C12 EZ?K&TBE’Z :::IZU Sc'termi”a' 12As verkirzt in Amp*® diese Arbeit
F,\)/fIDuetl_HiSFdXL []:;:/a_F5E;35\Ei|:s§;\jgiiepdgl|:-gtle2it Mutation Amp? diese Arbeit
Eé‘:’)lzijetl—Histxl— Rsﬁjgzs;isiztssigi:&xl mit Deletion AmpR diese Arbeit
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humanes Fdx2 mit Mutation V57L-Y58I-V59F in

und F1B-Prasequenz in p426-TDH3

R . .
pIBA43-Fdx2-M4 DASK-IBA43plus Amp diese Arbeit
humanes Fdx2 mit Mutation R70E in R . .
pIBA43-Fdx2-R70E DASK-IBA43plus Amp diese Arbeit
humanes Fdx2 mit Insertion F43-G44 in R . .
pIBA43-Fdx2-FGlns DASK-IBA43plus Amp diese Arbeit
pIBA43-Fdx2-C12- humanes Fdx2 C-terminal 12As verkirzt plus Ampt diese Arbeit
FGIns Insertion F43-G44 in pASK-IBA43plus P
pIBA43-Fdx2-C12- humanes Fdx2 C-terminal 12As verkirzt plus Ampt diese Arbeit
R70E Mutation R70E in pASK-IBA43plus P
humanes Fdx2 mit Mutationen V57L-Y58I-V59F
pIBA43-Fdx2-M4-R2 sowie R2 (HLAQRH->DVVVEN; As 31-36) in Amp" diese Arbeit
pASK-IBA43plus
humanes Fdx2 C-terminal 12As verkiirzt mit
Fl\’/'lif:;'mxz'cn' Mutationen V57L-Y581-V59F sowie R2 (s.0.) in Amp" diese Arbeit
pASK-IBA43plus
humanes Fdx2 mit Mutationen V57L-Y58I-V59F
Elc_ﬁ':jg_FdXZ_M‘l_Rz_ sowie R2 (s.0.) und Insertion F43-G44 in Amp" diese Arbeit
pASK-IBA43plus
humanes Fdx2 C-terminal 12As verkirzt mit
ﬂié;;.-:grnzs-cn- Mutationen V57L-Y58I-V59F sowie R2 (s.0.) und | Amp® diese Arbeit
Insertion F43-G44 in pASK-IBA43plus
humanes Fdx2 C-terminal 12As verkirzt plus
Eg':ji;g;z_cn_ Mutation R70E und Insertion F43-G44 in Amp" diese Arbeit
pASK-IBA43plus
pIBA43-Fdx2-C12- humar?es Fdx2 C—ter'mlnal 12As verkirzt plus ) ' '
EGIns-R2-R7OE Mutation R70E sowie R2 (s.0.) und Insertion Amp diese Arbeit
FA3-G44 in pASK-IBA43plus
2.4.3. Vektoren zur Expression von FDX2 in S. cerevisiae
Die Nummerierung der Aminosduren erfolgt analog der von bovinem Adrenodoxin.
Plasmid Beschreibung Marker Referenz
Humanes Fdx2 mit F1B-Prdsequenz in R . .
p426-Fdx2 0426-TDH3 Amp", URA3 | diese Arbeit
Humanes Fdx2 C-terminal 12As verkulrzt mit R . .
p426-Fdx2-C12 F1B-Prasequenz in p426-TDH3 Amp", URA3 | diese Arbeit
Humanes Fdx2 N-terminal 13As verkiirzt mit R . .
p426-Fdx2-N1 F1B-Prasequenz in p426-TDH3 Amp", URA3 | diese Arbeit
Humanes Fdx2 N-terminal 13As und C-terminal
p426-Fdx2-N13-C12 12 As verkiirzt mit F1B-Prdsequenz in Amp", URA3 | diese Arbeit
p426-TDH3
Humanes Fdx2 mit P82Y Mutation und R . .
426-Fdx2-P82Y Al URA3 | d Arbeit
P X F1B-Prasequenz in p426-TDH3 me ese Arbel
Humanes Fdx2 mit Insertion F43-G44 und R . .
p426-Fdx2-FGlns F1B-Prasequenz in p426-TDH3 Amp", URA3 | diese Arbeit
Humanes Fdx2 C-terminal 12As verkiirzt mit
p426-Fdx2-FGIns-C12 | Insertion F43-G44 und F1B-Prasequenzin Amp", URA3 | diese Arbeit
p426-TDH3
Humanes Fdx2 mit N28S-Y29L Mutation (M1) R . .
p426-Fdx2-M1 und F1B-Prasequenz in p426-TDH3 Amp", URA3 | diese Arbeit
0426-Fdx2-M2 Humanes Fdx2 mit L40I-E41D Mutation (M2) Amp® URA3 | diese Arbeit
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Humanes Fdx2 mit A48G-S49T Mutation (M3) R . .
p426-Fdx2-M3 und F1B-Présequenz in p426-TDH3 Amp", URA3 | diese Arbeit
Humanes Fdx2 mit V57L-Y58I-V59F Mutation R . .
p426-Fdx2-M4 (M4) und F1B-Présequenz in p426-TDH3 Amp", URA3 | diese Arbeit
Humanes Fdx2 mit P82Y-L83G Mutation (M5) R . .
426-Fdx2-M5 Al URA3 | d Arbeit
P X und F1B-Prasequenz in p426-TDH3 me ese Arbel
Humanes Fdx2 mit Q85T-E86D-N87R Mutation R . .
p426-Fdx2-M6 (M6) und F1B-Présequenz in p426-TDH3 Amp", URA3 | diese Arbeit
Humanes Fdx2 mit Mutation R1
p426-Fdx2-R1 (QRIPVS—>ETLTTK(As17-22)) und Amp", URA3 | diese Arbeit
F1B-Prasequenz in p426-TDH3
Humanes Fdx2 mit Mutation R2
p426-Fdx2-R2 (HLAQRH->DVVVEN(As31-36)) und Amp", URA3 | diese Arbeit
F1B-Prasequenz in p426-TDH3
Humanes Fdx2 mit Mutation R3
p426-Fdx2-R3 (PPPE->DAIT(As68-71)) und F1B-Prasequenz in Amp", URA3 | diese Arbeit
p426-TDH3
2.4.4. Vektoren zur Expression von YAH1 in S. cerevisiae
Die Nummerierung der Aminosduren erfolgt analog der von bovinem Adrenodoxin.
Plasmid Beschreibung Marker Referenz
p416-Yahl S. cerevisiae Yah1-ORF in p416-MET25 Amp", URA3 | diese Arbeit
0416-Yah1-C10 ;S‘n ;e‘lrle'gf\l/laEe:r\zfz;hl-ORF C-terminal 10As verkirzt Amp® URA3 | diese Arbeit
p416-endPYahl .:4c12rewsme -308 bis -1 Sequenz + Yah1-ORF in Amp®, URA3 | diese Arbeit
S. cerevisiae -308 bis -1 Sequenz + Yah1-ORF R . .
p416-endPYah1-C10 C-terminal 10As verkiirzt in p416 Amp", URA3 | diese Arbeit
S. cerevisiae -308 bis -1 Sequenz + Yah1-ORF R . .
p416-endPYahl-FG olus Insertion F43-GA44 in pa16 Amp", URA3 | diese Arbeit
S. cerevisiae -308 bis -1 Sequenz + Yah1-ORF
2111(1)6-endPYah1-FG— C-terminal 10As verkiirzt plus Insertion F43-G44 | Amp", URA3 | diese Arbeit
in p416
S. cerevisiae -308 bis -1 Sequenz + Yah1-ORF
r':;léllfl-endPYahl- sowie Mutation V57L-V59F (Fdx1 Sequenz) in Amp", URA3 | diese Arbeit
p416
p416-endPYah1- S. cerevisiae -308 bis -1 Sequenz + Yah1-ORF R . .
MA4F2 sowie Mutation 158Y (Fdx2 Sequenz) in p416 Amp’, URA3 | diese Arbeit
2.4.5. Vektoren zur Expression von FDX1 in S. cerevisiae
Die Nummerierung der Aminosduren erfolgt analog der von bovinem Adrenodoxin.
Plasmid Beschreibung Marker Referenz
H Fdx1 mit F1B-Pré i
pA26-Fi1 Humanes P mit F1p-Prisequent Amp', URAS | diese Avbeit
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und
p426-Fdx1-ex14 Austausch 14 C-terminale As Fdx1->Fdx2 (ex14) | Amp®, URA3 | diese Arbeit
in p426-TDH3
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und
p426-Fdx1-ex27 Austausch 27C-terminale As Fdx1->Fdx2 (ex27) | Amp®, URA3 | diese Arbeit

in p426-TDH3
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Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und

426-Fdx1-M4 Amp®, URA3 | diese Arbeit
P X Mutation L57V-I58Y-F59V (M4) in p426-TDH3 me ese Arbel
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und R . .
426-Fdx1-FGDel Al URA3 | d Arbeit
P X € Deletion F43-G44 (FGDel) in p426-TDH3 me ese Arbel
p426-Fdx1-ex27- Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und ex27 R . .
Al URA3 | d Arbeit
FGDel (s.0.) sowie FGDel (s.0.) in p426-TDH3 me ese Arbel
Humanes Fdx1 mit F1B-Prasequenz und ex14 R . .
426-Fdx1-ex14-M4 Al URA3 | d Arbeit
P Xa-ex (5.0.) sowie M4 (s.0.) in p426-TDH3 me ese Arbel
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und ex27 R . .
p426-Fdx1-ex27-M4 (5.0.) sowie M4 (5.0.) in p426-TDH3 Amp", URA3 | diese Arbeit
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und ex27
EéZDZI_::AXj_eXZ7_ (s.0.) sowie FGDel (s.0.) und M4 (s.0.) in Amp", URA3 | diese Arbeit
p426-TDH3
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und ex27
Ir:)éZDG;I_::)l(l—exN- (s.0.) sowie FGDel (s.0.) und R1 Mutation Amp", URA3 | diese Arbeit
(ETLTTK=>QRIPVS(As17-22)) in p426-TDH3
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und ex27
426-Fdx1-ex27-
IF:)GDeI-R; ex (s.0.) sowie FGDel (s.0.) und R2 Mutation Amp", URA3 | diese Arbeit
(DVVVEN->HLAQRH(As31-36)) in p426-TDH3
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und ex27
Egé&;lﬁ:;l—aﬂ- (s.0.) sowie FGDel (s.0.) und R3 Mutation Amp", URA3 | diese Arbeit
DAIT->PPPE(As68-71)) in p426-TDH3
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und ex27
426-Fdx1-ex27-
IF:)GDeI-MX4-I§; (s.0.) sowie FGDel (s.0.), M4 (s.0.) und Amp", URA3 | diese Arbeit
R2 Mutation (s.0.) in p426-TDH3
Humanes Fdx1 mit F1B-Prasequenz und M4 R . .
426-Fdx1-M4-R2 Al URA3 | d Arbeit
P X (s.0.) sowie R2 (s.0.) in p426-TDH3 me ese Arbel
Humanes Fdx1 mit F1B-Prasequenz und M4
p426-Fdx1-M4-M3 (s.0.) sowie M3 Mutation (G48A-T49S) in Amp", URA3 | diese Arbeit
p426-TDH3
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und ex27
426-Fdx1-ex27-M4-
FI\)/I3 Xa-ex (s.0.) sowie M4 (s.0.) und M3 Mutation (s.0.) in | Amp", URA3 | diese Arbeit
p426-TDH3
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und ex27
E£2126-Fdx1—ex27-M4- (s.0.) sowie M4 (s.0.) und R2 Mutation (s.0.) in Amp", URA3 | diese Arbeit
p426-TDH3
Humanes Fdx1 mit F1B-Prdsequenz und ex27
Eg_z&_ngLexn_M‘l_ (s.0.) sowie M4 (s.0.), R2 (s.0.) und Amp", URA3 | diese Arbeit
M3 Mutation (s.0.) in p426-TDH3
2.4.6. Vektoren zur Expression von CIA1 in S. cerevisiae
Plasmid Beschreibung Marker Referenz
. S. cerevisiae Cial C-terminal HAs-tagged K16Q- R . .
p416-CialHA-K16Q Mutation in p416-MET25 Amp", URA3 | diese Arbeit
. S. cerevisiae Cial C-terminal HAs;-tagged R34E- R . .
p416-CialHA-R34E Mutation in p416-MET25 Amp", URA3 | diese Arbeit
. S. cerevisiae Cial C-terminal HAs-tagged E54K- R . .
p416-CialHA-E54K Mutation in p416-MET25 Amp", URA3 | diese Arbeit
0416-CialHA-K59E S. cerevisiae Cial C-terminal HAs-tagged K59E- Amp® URA3 | diese Arbeit

Mutation in p416-MET25




38 Material
p416-CialHA-D79R iﬂsz Z‘g:‘lf Ffflt_cl\'/ltggnal HAs-tagged D79R- | \ % URa3 | diese Arbeit
p416-CialHA-E104R imi: Z‘g:‘l': s;it-cn;:;?;nal HA-tagged EI0AR- | ) 0% URA3 | diese Arbeit
p416-CialHA-E107R iﬂsz Z‘g:‘lf Ffflt_cl\'/ltggnal HAs-tagged E107R- | \ % Ura3 | diese Arbeit
p416-CialHA-R127E iﬂsz Z‘g:‘lf Ffflt_cl\'/ltggnal HAs-tagged R127E- |\ % Ura3 | diese Arbeit
p416-CialHA-E142K imi: Z‘g:‘l': s;it-cn;:;?;nal HA-tagged 142K | ) 10% URA3 | diese Arbeit
p416-CialHA-Q154R iﬂsz Z‘g:‘lf Ffflt_cl\'/ltggnal HAs-tagged QUSAR- |\ 8 ra3 | diese Arbeit
p416-CialHA-Y173A iﬂsz Z‘g:‘lf Ffflt_cl\'/ltggnal HAs-tagged YI73A |\ % URa3 | diese Arbeit
p416-CialHA-D184R imi: Z‘g:‘l': s;it-cn;:;?;nal HA-tagged DISAR- | ) o% URA3 | diese Arbeit
p416-CialHA-E197K iﬂsz Z‘g:‘lf Ffflt_cl\'/ltggnal HAs-tagged E197K- | \ % URa3 | diese Arbeit
p416-CialHA-D234R iﬂsz Z‘g:‘lf Ffflt_cl\'/ltggnal HAs-tagged D234R- | \ % ra3 | diese Arbeit
p416-CialHA-R251E imi: Z‘g:‘l': s;it-cn;:;?;nal HA-tagged RZS1E- | ) o% URA3 | diese Arbeit
p416-CialHA-F260S iﬂsz Z‘g:‘lf Ffflt_cl\'/ltggnal HAs-tagged F2605- |\ % Ura3 | diese Arbeit
p416-CialHA-D270R iﬂsz Z‘g:‘lf Ffflt_cl\'/ltggnal HAs-tagged D270R- |\ % ra3 | diese Arbeit
p416-CialHA-D280R imi: Z‘g:‘l': s;it-cn;:;?;nal HAtagged D28OR- | s 5% URA3 | diese Arbeit
p416-CialHA-E297K- | S. cerevisiae Cial C-terminal HAs-tagged R127E- AmpR, URA3 | diese Arbeit

R127E

und E297K-Mutation in p416-MET25
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2.5. Bakterien- und Hefestimme

2.5.1. E. coli DH50 (Invitrogen)

Genotyp: F $80d/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(r,m,’) phoA supE44 thi-1
gyrA96 relA1 N

Aufgrund der Deletion von EndonucleaseA und dem DNA-Reperaturenzym RecA zeichnet sich dieser

Stamm durch seine hohe Transformationseffizienz und Plasmidreplikationsrate aus. Alle

Klonierungen, Plasmidvervielfaltigungen und Plasmid-Mutagenese-Transformationen wurden mit

chemisch kompetenten Zellen dieses Stamms durchgefiihrt.

2.5.2. E. coli BL21(DE3)-Gold (/nvitrogen)

Genotyp: F ompT, hsdSg (rs mg), dem’ Tet” galA(DE3) endA Hte

Dieser Stamm ist defizient fiir die OmpT- und Lon-Protease und aus diesem Grund gut geeignet fiir
die Expression von Genen. AuBBerdem hat dieser E. coli-Stamm Uber den DE3-Prophagen das Gen fir
die T7-RNA-Polymerase unter der Kontrolle des lacUV5 Promotor ins Genom integriert und kann
daher auch fir die IPTG induzierbare heterologe Expression von Plasmiden mit T7-Promotor

(Rosenberg et al, 1987; Studier & Moffatt, 1986; Studier et al, 1990) verwendet werden.

2.5.3. E. coli C41 (DE3)

Genotyp: F ompT, hsdSg (rs mg), dem” lon A(DE3) und eine uncharakterisierte Mutation
Dieser Stamm ist eine Mutante des BL21(DE3) Stammes, der sich zur Expression von fir E. coli

schadlichen Proteinen eignet (Miroux & Walker, 1996).

2.5.4. S. cerevisiae W303-1A

Genotyp: MATa, ura3-1, ade2-1, trp1-1, his3-11,15, leu2-3,112, can1-100

Der haploide Hefestamm W303-1A ist auxotroph fiir die Aminosauren L-Leucin, L-Tryptophan und
L-Histidin sowie fiir Adenin und Uracil und wurde als Wild-Typ Stamm verwendet. Er ist erhaltlich von

der Firma Open biosystems unter der Stammnummer YSC1058.

2.5.5. S. cerevisiae Gal-YAH1

Genotyp: MATa, ura3-1, ade2-1, trp1-1, his3-11,15, leu2-3,112, can1-100, Pyay1::LEU2-Pgai1-10
Im Stamm Gal-YAH1 wurde der endogene YAH1 Promotor durch den Galaktose induzierbaren
GAL1-10 Promotor ersetzt (Lange et al, 2000). Der Promotoraustausch wurde mit dem LEU2-Gen als

Marker durchgefiihrt und umfasste die Nukleotide -412 bis -1 vor Beginn des YAH1-ORF.
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2.5.6. S. cerevisiae Gal-CIA1

Genotyp: MATa, ura3-1, ade2-1, trp1-1, his3-11,15, leu2-3,112, can1-100, P¢a1::HIS3-Pgai1-10
Der Stamm Gal-CIA1 wurde durch Austausch des endogenen CIA1-Promotors (Nukleotide -273 bis -1)
gegen den Galaktose induzierbaren GALI-10 Promotor durch homologe Rekombination hergestellt

(Balk et al, 2005). Als Marker diente hierbei das HIS3 Gen.

2.5.7. S. cerevisiae YAH1TAP

Genotyp: MATa, ade2-1, arg4, leu2-3, 112, trp1-189, ura3-52, YAH1::YAH1-TAP-URA3
Der Stamm YAH1TAP (SC0403) zeichnet sich durch einen C-terminalen TAP-tag am YAHI Gen aus und

stammt von der Firma Cellzome (Gavin et al, 2002). Als Marker dient das URA3 Gen.

2.5.8. S. cerevisiae IBAS7TAP

Genotyp: MATa, ade2-1, arg4, leu2-3, 112, trp1-189, ura3-52, IBA57::-TAP-URA3
Ebenfalls von der Firma Cellzome (Gavin et al, 2002) stammt der Stamm IBA57TAP (SC1773), der

einen C terminalen TAP-tag am IBA57 Gen besitzt. Als Marker dient wieder das URA3 Gen.

2.6. Medien

2.6.1. Kultivierung von E. coli

Es wurde LB-Medium zur Kultivierung von E. coli verwendet (Sambrook & Russel, 2001). Je nach
Selektionsmarker wurde das LB-Medium mit Antibiotika folgender Endkonzentrationen erganzt:

Ampicillin 100 pg/ mL; Chloramphenicol 34 pg/ L. Die Standardinkubationstemperatur war 37 °C.

LB-Medium

3Trypton 10g/L
Hefeextrakt 5g/L
NaCl 10g/L

10 N NaOH-L6sung 0,4 mL/L

Das Medium wurde nach Losen in dH,0 fir 20 min bei 121 °C und 1,5 bar autoklaviert. Fir die
Herstellung von Agarplatten wurden 15 g/ L Agar zum LB-Medium hinzugegeben und die Antibiotika

nach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf ca. 60 °C zugemischt.

2.6.2. Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte bei 30 °C in Vollmedium (YP), Synthetischem
Minimalmedium oder Synthetischem Komplettmedium (SC). Zugesetzt wurden noch eine
Kohlenstoffquelle und je nach Bedarf verschiedene Aminosauren und andere Zusatze. Agarplatten

enthielten zudem noch 20 g/ L Agar.
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YP-Medium

Hefeextrakt 10g/L
Casein Pepton 20g/L
Adeninsulfat 80mg/ L

Durch Zusatz verschiedener Kohlenstoffquellen zum YP-Medium ergaben sich folgende Vollmedien:

A DBRV LTIl 20 g/ L Glukose
N CEIR LI 20 g/ L Galaktose
N4 \A LT B 30 g/ L Glycerol
NGOI\AY LI M 30 g/ L Glycerol + 0,5 g/ L Glukose

Synthetisches Minimalmedium basiert auf folgender Zusammensetzung, ergianzt um die

Markersubstanzen und eine Kohlenstoffquelle:

‘ Snythetisches Minimalmedium

Yeast Nitrogen Base
without Amino Acids &
Ammonium Sulphate 19g/L
(Firma Formedium LTD)
(NH,4),S0,4 5g/L

Da die verwendeten Hefen verschiedene Auxotrophien fiir Adenin, Uracil, Leucin, Tryptophan und

Histidin besaRen, wurden diese Markersubstanzen nach Bedarf zusatzlich zugegeben.

Markersubstanzen

Adeninsulfat 80mg/ L
L-Histidin 20mg/ L
L-Leucin 60 mg/ L

L-Tryptophan 40mg/ L

Uracil 20mg/ L

Synthetisches Komplettmedium (SC) basiert auf Synthetischem Minimalmedium erganzt durch den

Zusatz des Additivmixes (Drop out mix).

Drop out mix (DO)

L-Arginin 20mg/ L
L-Aspartat 100 mg/ L
L-Glutamat 100 mg/ L

myo-Inositol 20mg/ L
L-Isoleucin 80mg/ L
L-Lysin 60 mg/ L
L-Methionin 20mg/ L
L-Phenylalanin 50 mg/ L

L-Serin 375mg/ L
L-Threonin 200 mg/ L

L-Valin 150 mg/ L
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Durch Zusatz verschiedener Kohlenstoffquellen zum Synthetischen Minimalmedium oder SC-Medium

ergaben sich folgende Synthetische Medien:

Synthetisches Synthetisches

Kohlenstoffquelle Mi\:\imalmedium Kor¥1plettmedium

20 g/ L Glukose SD-w/o0-DO-Medium SD-Medium
20 g/ L Galaktose SGal-w/o-DO-Medium SGal-Medium

30 g/ L Glycerol SGly-w/o-DO-Medium SGly-Medium

22 mL/ L Milchsdure +
7,58/ LNaOH + SLac-w/o-DO-Medium SLac-Medium
0,5 g/ L Glukose

In dieser Arbeit wurde StandardmaBig synthetisches Komplettmedium verwendet. Falls in
Experimenten synthetisches Minimalmedium verwendet wurde, so ist dies explizit angegeben.

Zur Analyse der de novo Fe/S-Cluster-Reifung in vivo wurde ,Eisen-freies” Minimalmedium
verwendet. Dazu wurde zur Herstellung des Synthetischen Minimalmediums “Yeast Nitrogen Base

without Amino Acids & Ammonium Sulphate & Iron” der Firma Formedium LTD verwendet.
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3 Methoden

Alle im Rahmen dieser Arbeit mit gentechnisch veranderten Organismen durchgefiihrten
Experimente wurden gemal aktuellem Gentechnikgesetz (GenTG) durchgefiihrt und fielen unter die
Sicherheitsstufe S1. Mit biologischem Material kontaminierte Losungen und GefaBe wurden 20 min

bei 121 °C und einem Druck von 1,5 bar inaktiviert.
3.1. Molekularbiologische Methoden

3.1.1. Prdparation genomischer DNA aus S. cerevisiae

Zur lIsolierung genomischer DNA aus Hefezellen wurden 10 mL Vollmedium-Ubernachtkultur durch
Zentrifugation (3000 rpm, 5 min) pelletiert. Das Pellet wurde in 0,9 mL Lésung 1 resuspendiert und
100 pL Zymolyase (2 mg/ mL) sowie 1 pL 2-Mercaptoethanol hinzugeftigt. Nach 30 mintiger
Inkubation bei 37 °C erfolgte Zentrifugation fiir 1 min bei 4000 rpm. Das Pellet wurde in 0,4 mL
TE-Puffer resuspendiert und 30 pL TES-Puffer hinzugegeben. AnschlieRend wurde 30 min bei 60 °C
inkubiert. Nach Zugabe von 80 uL 5 M Kaliumacetat und Inkubation fiir 60 min auf Eis wurde erneut
zentrifugiert (10 min, 14000 rpm, 4 °C) und der Uberstand in ein neues GefaR tberfiihrt. Die Féllung
der DNA erfolgte mit 1 mL Ethanol fiir 1 Stunde auf Eis. Es folgten erneute Zentrifugation, Waschen

mit 70 % Ethanol, Trocknen und Lésen der DNA in 300 plL TE-Puffer.

Losung 1 TE-Puffer TES-Puffer
10 mM K-Phosphat 10 mM Tris-HCI 0,2 M Tris-HCl
pH 7,4 pH 8,0 pH 8,0
0,9 M Sorbitol 1 mM EDTA 0,3 M EDTA
0,1 M EDTA 2 % (w/v) SDS

3.1.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte durch alkalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979): Wegen
ihrer superhelikalen Struktur ist vektorielle DNA auch unter alkalischen Bedingungen stabil.
Chromosomale DNA fallt hingegen aufgrund ihrer GroBe, Struktur und Verankerung beim so
genannten ,alkalischen Sturz” aus und kann durch Zentrifugation, ebenso wie Proteine, RNA und
Membranen, von der Plasmid-DNA getrennt werden. Nach der Neutralisation verbleibt die Plasmid-
DNA im I6slichen Uberstand und kann beispielsweise mittels Isopropanolfillung oder
Anionenaustauschersaulen weiter aufgereinigt werden.

Durchgefiihrt wurde die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli nach Herstellerangaben mit dem
NucleoSpin® Plasmid-Kit der Firma Macherey & Nagel, bei dem die Aufreinigung der Plasmid-DNA

durch Bindung an Silikat-Membranen erfolgt.
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3.1.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der in vitro Amplifikation beliebiger DNA-Fragmente
(Mullis & Faloona, 1987). Fir die PCR werden eine thermostabile DNA-Polymerase, etwas Ausgangs-
DNA, zwei passende Oligonukleotidprimer sowie Mononukleotidtriphosphate in entsprechendem
Puffer benotigt. Eine PCR basiert auf drei sich wiederholenden Schritten: Erstens Denaturierung der
Ausgangs-DNA (95 - 98 °C), zweitens Anlagerung (annealing) der Primer an die Ausgangs-DNA (50 -
60 °C, je nach Schmelztemperatur der Primer) und drittens Verlangerung (elongation) durch die DNA-
Polymerase zum gewiinschten Produkt (Temperatur abhdngig vom Wirkungsoptimum der DNA-
Polymerase).

Verwendet wurde die Phusion® DNA Polymerase der Firma Finnzymes, welche aufgrund ihrer 3'>5’-
Exonukleaseaktivitat ,Korrekturlesen” (proof reading) kann und damit wesentlich genauer ist als
DNA-Polymerasen ohne 3’-5’-Exonukleaseaktivitat.

Die Zusammensetzung des Standard 50 pL-PCR Ansatzes und eines Standard-PCR-Programmes sind
im Folgenden angegeben. Optimierungen (Zyklenzahl, Elongationszeit, Annealingtemperatur,

Reaktionspuffer, DMSO-Zugabe) wurden nach Herstellerangaben vorgenommen.

Standard-PCR Reaktion (50 pL)

25-35 Zyklen
Ausgangs-DNA (1 - 500 ng) 1ul L
{ 1
5x HF-Puffer 5puL 98°C |98°C
iy (i 30s 15s 72°C 72°C
dNTP-Mix (je 10 mM) tul 50-60°C| 15-30s/ 1kb 5 min
Primer1 (10 uM) 2,5 uL 30s
4°C
Primer2 (10 uM) 2,5 uL P
Phusion-Polymerase (2 U / L) 0,5 pL
ddH,0 37,5 uL

3.1.4. Reinigung von DNA aus PCR-Reaktionen, Agarosegelen oder wassrigen Losungen

Zur Trennung von DNA von Kontaminationen (zum Beispiel Agarose, Enzyme, Primer oder
Nukleotide) wurde das NucleoSpin® Extract Il Kit der Firma Macherey & Nagel nach
Herstellerangaben verwendet. Die Reinigung basiert wiederum auf der Bindung von DNA an Silikat-
Membranen in Gegenwart chaotroper Reagenzien (Vogelstein & Gillespie, 1979). Eluiert wurde je

nach Bedarf mit 15 — 50 pL 10 mM Tris-HCl pH 8,5.

3.1.5. Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten gemaR ihrer GroRe wurden 1 - 2 % (w/v) Agarosegele benutzt.
Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer (40 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA; 0,01 % (v/v) Essigsdure)
verwendet. Der Ladepuffer war Blueluice™ Gel Loading Buffer (10x bestehend aus: 65 % (w/v)

Saccharose; 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,3 % (w/v) Bromphenolblau). Gefarbt wurde die
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DNA durch Zugabe von 1 pL 100x GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain der Firma Biotium zu jeder DNA-
Probe. Die Visualisierung erfolgte im Anschluss an die Elektrophorese mit Hilfe des GDS Systems der
Firma Intas oder eines UV-Schirms. Durch Vergleich mit dem GrofRenstandard GeneRuler™ 1 kb Plus

DNA Ladder (Fermentas) konnte so auch die DNA-Konzentration einer Probe abgeschatzt werden.

3.1.6. Hydrolytische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fir den allgemein als ,DNA-Verdau“ bezeichneten Vorgang der hydrolytischen Spaltung der
Phosphodiesterbindung von DNA wurden Typ |l Restriktionsendonukleasen der Firmen Fermentas
und New England Biolabs verwendet. Die Auswahl der Reaktionsbedingungen (Puffer,
Inkubationszeit und -temperatur) erfolgte nach Angaben der Hersteller. Analytische
Restriktionsverdaue wurden in der Regel in 10 uL, praparative in 50 uL Reaktionsvolumen mit 1 -3 U

Enzym pro 1 ug DNA durchgefiihrt.

3.1.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) wurde fiir die Ligation von Insert- und Vektor-DNA
eingesetzt. Das Enzym katalysiert unter ATP-Verbrauch die Kniipfung von Phosphodiesterbindungen
in doppelstrangiger DNA, in dem es den nukleophilen Angriff einer 3’-OH Gruppe auf eine
benachbarte freie 5’-Phosphatgruppe beschleunigt.

Ein typischer Ligationsansatz hatte 10 pL Gesamtvolumen (davon 1 pL 10x Ligase-Puffer, 0,5 plL
T4-Ligase) und wurde 16 h bei 16 °C inkubiert. Es wurden 25 - 50 ng Vektor-DNA und die fiinffache

Stoffmenge Insert-DNA fiir Standardligationen eingesetzt.

3.1.8. Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach der Calciumchlorid-Methode
(Dagert & Ehrlich, 1979; Maniatis et al, 1989). 100 mL LB-Medium wurden 1:200 von einer
Ubernachtkultur inokuliert und bis zu einer ODggonm VOn 0,5 bei 37 °C inkubiert. Nach zehnminiitiger
Abkuhlphase auf Eis wurden die Zellen pelletiert (5 min, 400 rpm, 4 °C), in 10 mL TFBI-Puffer
resuspendiert und erneut flr 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut wie zuvor
pelletiert und anschlieBend in 4 mL TFBII-Puffer resuspendiert. 100 pL Aliquots der Zellen wurden in
vorgekiihlte Eppendorfreaktionsgefdlle gegeben, sofort in fllissigem Stickstoff schockgefroren und

bis zu ihrer Verwendung bei -80 °C gelagert.

TFBI-Puffer TFBII-Puffer

30 mM Kaliumactetat 10 mM Na-MOPS pH 7,0

10 mM Calciumchlorid 75 mM Calciumchlorid

100 mM Kaliumchlorid 10 mM Kaliumchlorid

50 mM Manganchlorid 15 % (w/v) Glycerol
15 % (w/v) Glycerol
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3.1.9. Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Zu 100 pL kompetenten Zellen wurden 0,25 plL Plasmid-DNA (25 - 250 ng) oder 5 L Ligationsansatz
gegeben, 30 min auf Eis und dann 90 Sekunden bei 42 °C inkubiert (,Hitzeschock”). Nach
zweiminitiger Inkubation auf Eis wurden 900 pL LB-Medium zugegeben und die Zellen eine Stunde
bei 37 °C und 350 rpm inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert (30 s, 11000 rpm), 900 pL des
Uberstands verworfen, im verbleibenden Uberstand resuspendiert und auf einer mit
entsprechendem Selektionsmarker versetzten LB-Agarplatte ausgestrichen. Inkubiert wurde Ulber

Nacht bei 37 °C.

3.1.10. Ortsspezifische Mutagenese von Plasmiden

Zwei verschiedene Methoden wurden zur Einflihrung von Mutationen in die Plasmid-kodierten Gene

von CIA1, YAH1, FDX1 und FDX2 verwendet.

3.1.10.1. Quik-Change-Methode

Zu Beginn dieser Arbeit wurde unter leichten Anderungen das QuikChange®-ProtokoII der Firma
Stratagene angewendet (Abb. 3.1). Hierbei wird die komplette, das Zielgen enthaltene Plasmid-DNA
in Gegenwart zweier zueinander vollstandig komplementarer Oligonukleotide, die die gewlinschte
Mutation beinhalten, durch die High-Fidelity Phusion™ DNA-Polymerase (Finnzymes) vervielfaltig. Da
die neu synthetisierten DNA-Einzelstrange nicht als Vorlage dienen kénnen, erfolgt die Einflihrung
der Mutation nur durch lineare Vervielfaltigung. Nach Abschluss der DNA-Polymerase Reaktion
lagern sich die neu synthetisierten Einzelstrange zu Plasmiden zusammen, die jeweils zwei Liicken
(sogenannte ,nicks“) haben. Aus dem Reaktionsmix wird die unmutierte, methylierte Ausgangs-DNA
selektiv durch die Restriktionsendonuklease Dpnl (Erkennungssequenz: 5’-Gm°®ATC-3’) entfernt. Nach
Reinigung der mutierten DNA nach Kapitel 3.1.4. erfolgt Transformation in DH5a Zellen, welche in

vivo die nicks schlieen und aus denen schlielich das mutierte Plasmid isoliert werden kann.

Plasmid- Primer-

. ; Mutagenese-PCR Verdau Transformation
praparation Anlagerung

a7} ST

// B \ ) / - \\

i \‘. { ' > A

b | [ [ \

o = )

g L

. 4 \\ _/-..-'f
~ Py g s

Mutagenese- mutiertes Plasmid

Primer

Abbildung 3.1: Schematische Ubersicht der Teilschritte der Quik-Change-Methode (Abb. Entnommen aus dem Handbuch

der Firma Stratagene).
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3.1.10.2. Mutagenese-PCR Reaktion

Die von Zheng und Kollegen beschriebene Mutagenese-Methode (Zheng et al, 2004) stellt eine
Abwandlung der Quik-Change-Methode dar. Im Wesentlichen werden dabei nur die Primer anders
konzipiert (Abb. 3.2). Der groRte Vorteil der Methode besteht darin, dass eine echte PCR-Reaktion
stattfindet und so exponentielle statt lineare Vervielfaltigung erfolgt. Der Erfolg der Mutagenese-PCR
Reaktion kann daher leicht durch analytische Agarosegelelektrophorese iberpriift werden. Die
Methode zeichnet sich auRerdem durch hohe Flexibilitdt aus, durch die in dieser Arbeit die
gleichzeitige Mutation von bis zu sechs benachbarten Codons in einer Reaktion erreicht werden
konnte. Insgesamt konnte mit dieser Methode eine deutlich bessere Erfolgsrate erzielt werden und

daher wurde sie im Verlauf dieser Arbeit vermehrt angewendet.

>15b 6/X/6b >15b

A A A
l B | [ |

5 3

3 5
Abbildung 3.2: Ubersicht iiber die Primer-Konzeption der Mutagenese-PCR-Reaktion (b= Nukleotidbase)

Es werden nur teilkomplementdre Oligonukleotidprimer verwendet, die sechs Basen vor ihrem
5-Ende die gewlinschte Mutation (X Basen) enthalten (Abb. 3.2). Die Primer zeichnen sich auRerdem
durch einen mindestens 15 Basen langen 3‘-Uberhang aus. Durch diesen wird erreicht, dass das
Selbstzusammenlagern der Primer nicht langer energetisch glinstiger ist als die Anlagerung an die
Ausgangs-DNA: Die 3‘-Uberhdnge hybridisieren nur mit der Ausgangs-DNA, nicht aber mit dem
zweiten Primer. AuBerdem kann das Produkt der DNA-Polymerasereaktion als Vorlage fungieren, da

sich die Primer mit eben jenem 3‘-Uberhang an die Produkt-DNA anlagern kénnen (Abb. 3.3).

1. Zyklus 2. Zyklus
> il
- ¥
i B __'ihp =%
P Produkt-DNA

Ausgangs-DNA -~

Ausgangs-DNA

Abbildung 3.3: Schema zur Veranschaulichung der Vervielfiltigung der mutierten DNA bei der Mutagenese-PCR-
Reaktion. Das Produkt der ersten DNA-Polymerase-Reaktion kann im zweiten Zyklus als Vorlage fungieren, da die Primer

mit ihrem 3‘-Uberhang an die Produkt-DNA hybridisieren.
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Die sonstige Durchfiihrung der Mutagenese erfolgt analog der Quik-Change-Methode mit der High-
Fidelity Phusion™ DNA-Polymerase wie zuvor beschrieben, vorbehaltlich der Erfolgsiiberprifung der

PCR-Reaktion mittels analytischer Agarosegelelektrophorese vor dem Dpnl-Schritt.

3.1.11. Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae Zellen wurde nach der Lithiumacetat-Methode (Gietz & Woods,
2002; Ito et al, 1983) durchgefiihrt und diente zur Einflihrung von Plasmid-DNA oder linearer DNA-
Fragmente flir homologe Rekombination.

50 mL Vollmedium wurden mit einer entsprechenden Vorkultur zu einer ODgygnm von 0,2 verdiinnt
und dann bis zu einer ODgggnm VON ca. 1 bei 30 °C inkubiert. Die pelletierten Zellen (5 min, 3000 rpm)
wurden in 10 mL dH,0 gewaschen, erneut wie zuvor pelletiert, in 1 mL LiOAc-Losung resuspendiert
und in ein 1,5 mL Eppendorfreaktionsgefal tberfihrt. Nach Zentrifugation (2 min, 7000 rpm) wurde
der Uberstand verworfen und das Zellpellet erneut in 1 mL LiOAc-Lésung resuspendiert. Je
Transformationsansatz wurden 100 pL der resuspendierten Zellen mit 2,5 pL denaturierter
Lachssperma-DNA (Invitrogen) sowie 1 - 5 pg zu transformierender DNA versetzt. Nach 30 min
Inkubation bei 30 °C wurden 700 pL PEG-LOsung zugegeben und nach kraftigem Schiitteln wurde fir
15 - 45 min bei 42 °C inkubiert. Je langer die Inkubationszeit, desto gréBer war in der Regel die
Transformationseffizienz. Die Hefezellen wurden pelletiert (3 min, 7000 rpm), in 1 mL Vollmedium
resuspendiert und eine Stunde bei 30 °C inkubiert. Diese Erholungsphase entfiel bei Plasmid-DNA-
Transformationen. Nach erneutem Pelletieren (3 min, 7000 rpm) wurden die Zellen in 500 pL dH,0
gewaschen, pelletiert wie zuvor und 400 pL des Uberstandes verworfen. SchlieRlich wurden die
Zellen im verbliebenen Uberstand resuspendiert und auf Minimalmedium-Agarplatten mit

entsprechenden Markern ausgestrichen.

LiOAc-Losung PEG-LOsung

100 mM 100 mM
Lithiumactetat Lithiumactetat
10 mM Tris-HCI pH 7,5 | 10 mM Tris-HCl pH 7,5
1 mM EDTA 1 mM EDTA
40 % (w/v) PEG 4000

3.1.12. Herstellung von Lagerungskulturen von S. cerevisiae

Zur Aufbewahrung der verschiedenen Hefe-Stamme wurden Glycerol-Lagerkulturen hergestellt. Dazu
wurden 1200 pL einer Vollmediumibernachtkultur mit 280 uL Glycerol gemischt und bei -80 °C

gelagert.
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3.2. Zellbiologische und biochemische Methoden

3.2.1. Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Zur lIsolierung von Mitochondrien aus Hefe wurde zunachst die enzymatische Degradation der
Zellwand mit Zymolyase durchgefiihrt. Die entstandenen Spharoplasten wurden mechanisch lysiert,
und die Mitochondrien durch differentielle Zentrifugation isoliert (Daum et al, 1982; Diekert et al,
2001).

Hefezellen wurden bis zu einer ODggonm von 1 - 1,5 inkubiert und durch Zentrifugation pelletiert
(5 min, 3000 rpm). Die Zellen wurden mit dH,0 gewaschen, pelletiert und gewogen. Folgendes
Protokoll wurde fiir 10 g Hefezellen (Feuchtgewicht) angewendet, bei abweichendem Gewicht
wurden die Volumina der Puffer entsprechend angepasst.

Zunachst wurden die Zellen in 30 mL Tris-SO,4-Puffer resuspendiert und 5 min bei 30 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit Sorbitol-Puffer gewaschen und dann in 40 mL des gleichen
Puffers resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit 0,7 mg Zymolyase T100 (Seikagu) je 1 g Zellen
versetzt und 25 bis 30 min bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis
und mit gekihlten Puffern. Die Spharoplasten wurden pelletiert (5 min, 3000 rpm, 4 °C) und zweimal
mit 40 mL Sorbitol-Puffer gewaschen. Anschlielend wurden die Spharoplasten in 30 mL 2x BB-Puffer
resuspendiert und mit dH,0 wurde auf 60 mL aufgefiillt. Mit Hilfe eines Glas-Homogenisators
wurden die Spharoplasten aufgeschlossen und die Zelltrimmer durch Zentrifugation sedimentiert
(JA-20 Rotor, 5 min, 4000 rpm, 4 °C). Die im Uberstand enthaltenen Mitochondrien wurden durch
Zentrifugation (10 min, 12000 rpm, 4 °C) pelletiert, der Uberstand dieses Zentrifugationsschrittes
enthielt die l6slichen Proteine des Zytosols und anderer Organellen und wurde als post-
mitochondrialer Uberstand (PMS) aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Mitochondrien wurden mit 25 mL 1x BB-Puffer gewaschen, dann erneut pelletiert wie zuvor und
vorsichtig in ca. 250 uL 1x BB-Puffer resuspendiert. SchlieRlich wurden die Mitochondrien aliquotiert,

in flissigem Stickstoff schockgefroren und ebenso wie der PMS bei -80 °C gelagert.

Tris-SO,-Puffer Sorbitol-Puffer 1x BB-Puffer 2x BB-Puffer
100 mM Trsi-SO, pH 9,4 1,2 M Sorbitol 0,6 M Sorbitol 1,2 M Sorbitol
. 20 mM K-Phosphat 20 mM Hepes-KOH 40 mM Hepes-KOH
10 mM DTT (frisch) oH 7.4 oH 7.4 oH 7.4
1 mM PMSF

3.2.2. Prdparation von Hefegesamtzellextrakt mittels alkalischer Lyse

Fiir die Untersuchung von Hefeproteinen aus dem Gesamtzellextrakt mittels SDS-PAGE wurde 1 mL
Hefekultur mit einer ODggonm VON 2,0 in einem Eppendorfreaktionsgefal pelletiert (2 min, 7000 rpm).

Die Zellen wurden mit 500 uL Puffer gewaschen (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA), erneut
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pelletiert und anschlieBend in 500 uL dH,0 resuspendiert. Es wurde 75 plL Lyse-Puffer zugegeben, auf
dem Vortexer geschlttelt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 575 L kalter 50 % (w/v)
TCA wurde erneut auf dem Vortexer geschiittelt, 10 min auf Eis inkubiert und danach die Proteine
pelletiert (5 min, 14000 rpm, 4 °C). Nach zweimaligem Waschen mit 1 mL eiskaltem Aceton wurde
das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und schlieBlich in 100 pL 1x Laemmli-Puffer
(50 mM Tris-HCI pH 8,0, 5 % (w/v) Glycerol, 2 % (w/v) SDS, 0,05 mg/ mL Bromphenolblau, 2,5 % (v/v)

2-Mercaptoethanol) aufgenommen.

Lyse-Puffer

1,85 M NaOH
7,4 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
10 mM PMSF

3.2.3. Prdparation von Hefegesamtzellextrakt mittels Glasperlen

Wenn groRere Mengen Hefegesamtzellextrakt benotigt wurden, zum  Beispiel fir
Koimmunprazipitationsexperimente oder fiir die Messung von Enzymaktivititen, wurden die
Hefezellen mechanisch durch kraftiges Schiitteln mit Glasperlen lysiert. Dazu wurden 0,5 g Hefezellen
nach Waschen mit 10 mL dH,0 in 0,5 mL TNETG-Puffer resuspendiert, 10 uL 200 mM PMSF und ein
halbes Volumen Glasperlen (0,75 - 1 mm Durchmesser) zugegeben und dreimal flr eine Minute bei
hochster Geschwindigkeit kopfiiber auf dem Vortexer geschiittelt. In den Pausen zwischen den drei
Vortexschritten wurde die Probe auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 4000 rpm, 4 °C) wurde
der Uberstand in ein neues GefaR iiberfiihrt und erneut zentrifugiert (5 min, 14000 rpm, 4 °C). Der

Uberstand dieser Zentrifugation stellte den Hefegesamtzellextrakt dar.

TNETG-Puffer

20 mM Tris-HCl pH 7,4
150 mM NacCl
2,5mM EDTA

10 % (v/v) Glycerol

0,5 % (v/v) Triton X-100

3.2.4. Messung der Enzymaktivtaten von Enzymen aus S. cerevisiae

Die Messung der Enzymaktivitat bendtigt die Verfolgung des Umsatzes eines Enzyms. In dieser Arbeit
wurden unter optimierten Pufferbedingungen in einem UV/VIS-Spektralphotometer die fir das zu
untersuchende Enzym benétigten Substrate und Kosubstrate in groBem Uberschuss (Substrat- und
Kosubstratsattigung) zur Probe zugegeben und kontinuierlich die Absorptionsdnderung bei einer
definierten Wellenlange verfolgt. Die Wellenlange wurde so gewahlt, dass nur eine der beteiligten
Spezies (Substrat, Kosubstrat oder Produkt) bei dieser Wellenldnge absorbiert. Um Nebenreaktionen
auszuschlielRen, die unter Umstanden ebenfalls zum verfolgten Umsatz beitragen kénnen, wurden je

nach Enzymtest Referenzmessungen durchgefiihrt. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes
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konnte schlieBlich aus der Absorptionsanderung pro Zeit (AE/ At) die Enzymaktivitdt Ea berechnet
werden. Es wurde in der Regel die spezifische Aktivitdt Es,ae berechnet, welche die eingesetzte

Proteinmenge m beriicksichtigt. Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

Eme  Ac AE

E == =
SPARE ™y T Atxm Atxdxe*m

Die Schichtdicke d betrug 1 cm, der molare Extinktionskoeffizient € war abhdngig von der

beobachteten Spezies.

3.2.4.1. Enzymaktivitéiten zytosolischer Enzyme

Die Messung zytosolischer Enzyme erfolgte entweder aus der PMS Fraktion (siehe 3.2.1) oder aus

Gesamtzellextrakten (Pierik et al, 2009).

Isopropylmalat-lsomerase Leul

Das zytosolische Enzym Leul hat einen [4Fe-4S] Cluster als Kofaktor und katalysiert den zweiten
stoffwechselspezifischen Schritt der Leucin-Biosynthese, die Umwandlung von 2-lsopropylmalat zu
3-Isopropylmalat (Kohlhaw, 1988). Die reversible Reaktion verlduft (ber die Zwischenstufe
Dimethylcitraconat und liegt im Gleichgewicht auf der Seite von 2-lsopropylmalat. Es wurde
3-lIsopropylmalat als Substrat eingesetzt und die spezifische Bildung (keine Referenzmessung
erforderlich) von Dimethylcitraconat tber die Absorption der Doppelbindung bei 235 nm (g5350m =

4530 M cm™) gemessen.

oH OH
/l\{/\ . _HO )\/\ -0 )\(k -
COO ‘+H2_O COO ™H,0 COO

COO COO COO’
2-1sopropylmalat Dimethylcitraconat 3-Isopropylmalat
Puffer Substrat Probe Messung
20 mM Tris-HCl pH 7,4 | 10 mM 3-Isopropylmalat (IPM) | Gesamtzellextrakt 970 uL Puffer
50 mM Nacl 20 uL IPM
40 - 80 ug Probe

Alkoholdehydrogenase ADH

Hefe besitzt finf ADH-Isoenzyme, welche im fermentativen Stoffwechsel involviert sind, Zinkionen
als prosthetische Gruppen haben und die reversible Umwandlung von Ethanol zu Ethanal
katalysieren. Basierend auf der Absorption des Kosubstrates NADH bei 340 nm (€as0nm =

6220 M cm™) wurde die Alkoholdehydrogenaseaktivitat als zytosolisches Referenzenzym gemessen.

Ethanol + NAD" Ethanal + NADH + H*
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Puffer Substrat/ Kosubstrat Probe Messung
50 mM Tris-HCl pH 8,0 100 % Ethanol Gesamtzellextrakt 930 pL Puffer
50 mM NacCl 50 mM NAD" 30 uL Ethanol
30 pL NAD'
0,5-1 pg Probe

Katalase CAT

S. cerevisae besitzt zwei Katalase-lsoenzyme Katalase A und Katalase T mit peroxisomaler plus
mitochondrialer bzw. zytosolischer Lokalisation. Beide enthalten einen Ham-Kofaktor und
katalysieren die Disproportionierung von Wasserstoffperoxid, welches bei der peroxisomalen
B-Oxidation von Fettsauren oder beim Abbau reaktiver Sauerstoffspezies entsteht, zu Wasser und
Sauerstoff. Der enzymatische Umsatz konnte an Hand der Absorption von H,0, bei 240 nm (&40nm =
3890 M cm™) gemessen werden.

2H,0, —» 2H,0+0,

Puffer Substrat Probe Messung
50 mM MES pH 6,5 3 % H,0, Gesamtzellextrakt 970 uL Puffer
50 mM NacCl (oder PMS) 25 uL H,0,
50 - 100 pg Probe

3.2.4.2. Enzymaktivitéditen mitochondrialer Enzyme

Zur Messung mitochondrialer Enzyme wurden Gesamtzellextrakte oder isolierte Mitochondrien

verwendet (Pierik et al, 2009).

Aconitase Acol

Das Enzym Acol hat einen [4Fe-4S] Kofaktor und katalysiert als Teil des Citratzyklus die reversible
Isomerisierung von Citrat zu lsocitrat (iber die Zwischenstufe Cis-Aconitat (Fansler & Lowenstein,
1969). Das Gleichgewicht liegt weitgehend auf der Seite von Citrat. Es kamen zwei verschiedene
Tests zum Einsatz. Bei ersterem wurde Isocitrat als Substrat eingesetzt und der Umsatz mittels der
Absorption der Doppelbindung von Cis-Aconitat bei 235 nm (€,350m = 4950 M cm™) verfolgt. Es
wurden gereinigte Mitochondrien eingesetzt, welche unmittelbar vor der Messung durch Inkubation

mit Dodecylmaltosid (DDM) lysiert wurden.

OH OH
} . -H,0 - = - -H,0
OOC/\1/\COO 2 OOC/H/\COO 29, 'OOC/%COO_
} +H,0 COO +H,0
COO COO
Citrat Cis-Aconitat Isocitrat
Puffer Substrat Probe Messung
50 mM Tris-HCI pH 8,0 | 200 mM Isocitrat in Puffer (IC) | |ysjerte Mitochondrien: | 850 pL Puffer
50 mM NacCl 0,4 pg/ uL in Puffer mit 100 pLIC
0,0024 % DDM 50 pL Probe
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Die zweite Messmethode war ein gekoppelter Enzymtest, der zur Messung der Aconitaseaktivitat in
Gesamtzellextrakten eingesetzt wurde. Bei diesem Test war das Substrat Cis-Aconitat und das
Gleichgewicht wurde durch die Kopplung an die Folgereaktion des Citratzyklus, die irreversible
Umwandlung von lIsocitrat zu a-Ketoglutarat tber Oxalsuccinat durch die Isocitratdehydrogenase
(IDH), in Richtung Isocitrat verschoben. Unter den Reaktionsbedingungen war die Aconitasereaktion
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, so dass aus dem Umsatz des IDH Kosubstrates NADP*
(£340nm = 6220 M cm'l) die Aktivitit der Aconitase berechnet werden konnte. Unspezifische NADP*

Reduktion wurde durch Messung gegen eine Referenzprobe subtrahiert (Gelling et al, 2008).

Aconitase IDH IDH
OH +NADP" o
-NADPH -H* Q
‘0oc” 7 coo _HO_ 'ooc“('\coo 'OOC%COO' <9,
/\K\_ ~ho ) . ) — 'oocwcoo
COO0 + Coo -NADP Ccoo
Cis-Aconitat Isocitrat +NADPH +H* Oxalsuccinat a-Ketoglutarat
Puffer Substrat/ Kosubstrat Probe Messung Referenz
50 mM Trieth I-
m . riethano 20 mM Cis-Aconitat Gesamtzellextrakt 950 L Puffer 950 uL Puffer
amin pH 8,0
Isocitratdehydogenase . .
50 mM NacCl (IDH) 40 mUJ/ L 12 pL Cis-Aconitat
1,5 mM MgCl, 100 mM NADP* 10 pL IDH
12 uL NADP* 12 uL NADP*
50 - 100 pg Probe | 50 - 100 ug Probe

Succinat-Dehydrogenase (Komplex Il)

Komplex Il in S. cerevisiae enthalt drei Fe/S-Cluster sowie FAD und Ham als prosthetische Gruppen.
Die Aktivitat wurde mittels zweier verschiedener Methoden bestimmt. Bei intakten Mitochondrien
mit intrinsischem Ubichinon Qg und intaktem Cytochrom bc; Komplex (Komplex Ill) erfolgte aus der
Reduktion von Cytochrom ¢ (Agssgnm = 20000 M cm'l) mit Succinat als Substrat die Bestimmung der

SDH-Aktivitdt (Robinson & Lemire, 1995). Als Referenz wurde eine Messung mit dem SDH-Inhibitor
Malonat durchgefiihrt.

Komplex Il

‘00C ) ‘00C. __~ B
\/\COO +Q6(oxidiert) e \/\COO

+ QG (reduziert) + cytOChrom c(oxidiert)
Succinat

Fumarat

Komplex Il

Qg (oxidiert) + Cytochrom € (reduziert)
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Puffer Substrat/ .Kt:)substrat/ Probe Messung Referenz
Inhibitor
50 mM Tris-HCl o . intakte
bH 8,0 20 % (w/v) Succinat Mitochondrien 920 pL Puffer 920 puL Puffer
50 mM NacCl 20 % (w/v) Malonat

12 pl Succinat

12 plL Succinat

20 mg/ mL Cytochrom c ox.

12 pL Malonat

50 uL Cytochrom ¢

50 uL Cytochrom ¢

25 ug Probe

25 ug Probe

Alternativ wurde die SDH-Aktivitat detergenslysierter Mitochondrien aus dem Elektronentransfer von

Succinat auf den artifiziellen Elektronenakzeptor Dichlorophenolindophenol (DCPIP) bei 600 nm

(€600nm = 21000 M™* cm™) mit Phenazinmethosulfat (PMS) als Elektronentransporter bestimmt.

Puffer

Substrat/ Kosubstrat/

Probe

Referenz

Inhibitor

intakte

Messung

. o .
50 mM Tris-HCl pH 8,0 20 % (w/v) Succinat Mitochondrien 950 pL Puffer 950 pL Puffer
50 mM NacCl 20 % (w/v) Malonat 12 pl Succinat 12 pl Succinat
10 mM Dichlorophenol-
1 mM KCN indophenol (DCPIP) 12 pL Malonat
. 20 mg/ mL Phenazin-
0, X-

0,1 % Triton-X-100 methosulfat (PMS) 12 pL DCPIP 12 pL DCPIP

12 uL PMS 12 uL PMS

25 ug Probe 25 ug Probe

Cytochrom c Oxidase (Komplex V)

Komplex IV enthélt keine Fe/S-Cluster, aber zwei Kupferzentren sowie ein Cytochrom a und ein

Cytochrom a;. Die COX-Aktivitat wurde mittels der Oxidation von Dithionit-reduziertem Cytochrom c

(A€ss0nm = 20000 M™* cm™) bestimmt (Poyton et al, 1995; Trounce et al, 1996). Als Referenz wurde

eine Messung in Gegenwart des Komplex IV Inhibitors KCN durchgefiihrt. Zwei leicht verschiedene

Tests wurden verwendet, einer fir intakte Mitochondrien, der andere fiir Gesamtzellextrakte.

Puffer Substrat/ Inhibitor Probe Messung Referenz
50 mM MES 80 mg/ mL red. intakte
pH 6,5 Cytochrom ¢ Mitochondrien 975 uL Puffer 975 ul Puffer
50 mM NacCl 100 mM KCN 10 pL KCN
25 uL Cytochrom ¢ | 25 pL Cytochrom ¢
5 ug Probe 5 ug Probe
Puffer Substrat/ Inhibitor Probe Messung Referenz
15 mM K- 80 mg/ mLred.
Phosphat pH 7,2 Cytochrom c Gesamtzellextrakt 970 uL Puffer 970 uL Puffer
0,1 % BSA 100 mM KCN 10 pL KCN
0,5mM
Dodecylmaltosid 25 uL Cytochrom ¢ | 25 pL Cytochrom ¢
5-10 pg Probe 5-10 pg Probe
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Citrat-Synthase CS

Die Citrat-Synthase enthilt keine Fe/S-Cluster und auch kein Hdm und katalysiert die irreversible
Kondensation von Oxalacetat und Acetyl-CoA zu Citrat. Das Enzym diente als Referenzenzym fir
andere Messungen. Es wurden zwei verschiedene Protokolle fiir intakte Mitochondrien und
Gesamtzellextrakte verwendet, die beide auf der Reaktion der entstehenden freien Thiolgruppe des
CoA-H mit Ellmans Reagenz (Dithionitrobenzoat, DTNB) basieren (Parvin, 1969). Das bei der Reaktion
entstehende 2-Nitro-5-Thiobenzoat (NTB’) absorbiert nach Deprotonierung bei 412 nm (&4120m =

13600 M™* cm™).

% Q +H,0 OH
. 2 _CoA
AS/COA + -OOCKCOO — ‘OOCMCOO‘ + Hs”°
COO
Acetyl-CoA Oxalacetat CoA-H
Citrat
COO’
NO, Ccoo
B ‘00C SSR NO,
ReH  + 00C Sig o :ij .
O,N HS
O,N
Freies Thiol DTNB RSS-NTB~ NTB"
‘ Puffer Substrat/ Kosubstrat Probe Messung
50 mM Tris-HCl pH 8,0 100 mM Oxalacetat  intakte 980 L Puffer
Mitochondrien
50 mM NacCl 10 mg/ mL Acetyl-CoA 10 pL Acetyl-CoA
0,6 M Sorbitol 20 ug Probe
0,5 % Triton-X-100 20 uL Oxalacetat
0,5 mM DTNB
Puffer Substrat/ Kosubstrat Probe Messung
50 mM Tris-HCI pH 8,0 100 mM Oxalacetat Gesamtzellextrakt 980 L Puffer
50 mM NacCl 10 mg/ mL Acetyl-CoA 10 pL Acetyl-CoA
0,5 mM DTNB 20 pL Oxalacetat
20 - 40 pg Probe

3.2.5. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Molekiile in einem elektrischen Feld
aufgrund ihrer unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit aufgetrennt. Da Proteine individuelle
Ladungseigenschaften besitzen, miissen sie mit dem anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat
(SDS), das die hydrophoben Interaktionen stort, und des Disulfidbriicken reduzierenden
2-Mercaptoethanols vollstandig denaturiert werden, um eine Korrelation zwischen Ladung und
Masse zu erreichen. SDS bindet in einem festem Verhaltnis je Aminosaure an Proteine und maskiert

aufgrund seiner Eigenladung die Ladung der Proteine. Daher ist die relative
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Wanderungsgeschwindigkeit von SDS beladenen Proteinen linear vom Logarithmus ihrer
molekularen Massen abhingig. Uber den Gehalt an Acrylamid kann man die Trennleistung
beeinflussen. Hochprozentige Gele eignen sich zum Trennen kleiner Proteine, niedrigprozentige Gele
zur Trennung groRer Proteine.

Die SDS-PAGE wurde in einer vertikalen Apparatur in einem diskontinuierlichen System nach Laemmli
durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Es wurden 5 % Sammelgele sowie Trenngele mit 10 - 15 % Acrylamid
verwendet. Die Polymerisation erfolgte durch Zugabe von 0,001 % (v/v) TEMED und 0,05% (w/v)
Ammoniumperoxodisulfat (APS). SDS-PAGE-Proben wurden vor dem Auftragen 5 min auf 95 °C
erhitzt. Die Stromstarke betrug pro Gel (7 cm x 10 cm) etwa 35 mA. Nachfolgende Tabelle enthalt
eine Ubersicht Uber die Zusammensetzungen der verwendeten SDS-PAGE-Gele und des

Elektrodenpuffers.

‘ Sammelgel Trenngel Elektrodenpuffer
125 mM Tris-HCl pH 6,8 375 mM Tris-HCl pH 8,8 25 mM Tris pH
0,1 % (v/w) SDS 0,1 % (v/w) SDS 0,1 % (v/w) SDS
5 % (w/v) Acrylamid 10 - 15 % (w/v) Acrylamid
(Acrylamid: Bisacrylamid = (Acrylamid: Bisacrylamid = 192 mM Glycin
37,5:1) 37,5:1)

Die aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend mit Coomassie Brilliant-Blue oder Silber gefarbt
oder auf Nitrozellulosemembranen transferiert. Es wurde jeweils ein ProteingréBenstandard

aufgetragen.

3.2.6. Farben von Proteinen mit Coomassie Brilliant-Blue

Die Methode der Coomassie-Farbung von SDS-PAGE Gelen erlaubt die Anfarbung der Proteine im Gel
entsprechend ihrer Konzentration (Bennett & Scott, 1971). Nach Beendigung der Elektrophorese
wurden die SDS-Gele 30 - 60 min in Farbelosung geschwenkt. Das Gel wurde aus der Farbel6sung
entnommen und fir 25 min in heiller Entfarbelosung entfarbt. Die Hintergrundfarbung wurde durch

Schwenken in Wasser (>2 h) entfernt. Zur Dokumentation wurde das GDS System von Intas

verwendet.
Farbel6sung Entfarbelosung
5% (v/v) Essigsaure 5% (v/v) Essigsaure
50 % (v/v) Ethanol 30 % (v/v) Ethanol

0,25 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blue R-250

3.2.7. Silberfarbung von SDS-PAGE-Gelen

Die Silberfirbung von SDS-PAGE-Gelen basiert auf der Komplexierung von Ag' lonen durch die

negativen Seitenketten von Proteinen (Asp, Glu und unter Umstdnden auch Cys). Nach Waschen wird
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das Ag" durch Formaldehyd zu Ag reduziert und die Proteine sichtbar gemacht. Es wurde folgendes
Protokoll angewendet (Shevchenko et al, 1996):

Das SDS-PAGE-Gel wurde fiir 30 min fixiert (5 % (v/v) Essigsaure, 50 % (v/v) Methanol). Nach zweimal
5 min Waschen mit 50 % (v/v) Methanol und zweimal 5 min Waschen mit ddH,0 wurde das Gel 1 min
in 0,02 % (w/v) Na,S,0s-Losung inkubiert. Im Anschluss an zweimal 1 min Waschen mit ddH,0 wurde
das Gel 20 min in Farbelosung (0,2 % (w/v) AgNQOs, 0,075 % (v/v) Formaldehyd (37 %)) geschwenkt. Es
wurde erneut zweimal 1 min mit ddH,0 gewaschen und dann fur 3 - 5 min entwickelt (2 % (w/v)
Na,COs, 0,05 % (v/v) Formaldehyd (37 %), 0,004 % (w/v) Na,S,0s). Zum Stoppen wurde das Gel mit

ddH,0 gewaschen und dann in 5 % (v/v) Essigsaure geschwenkt.

3.2.8. Western-Blot und Ponceau-Farbung

Beim Western-Blot werden die Proteine eines SDS-PAGE-Gels oder eines nativen Gels auf eine
Membran Ubertragen (Towbin et al, 1979). Die Membranen kénnen aus Nitrocellulose,
Polyvinylidendifluorid (PVDF) oder positiv geladenem Nylon bestehen. Die Bindung erfolgt durch
hydrophobe Wechselwirkungen (Nitrocellulose) oder ionische Wechselwirkungen (Nylon). In der
vorliegenden Arbeit wurden Proteine von SDS-PAGE-Gelen auf Nitrocellulosemembranen im
sogenannten "semi-dry“ Verfahren berfihrt. Auf zwei in Transferpuffer (25 mM Tris-Base, 200 mM
Glycin, 20 % (v/v) Methanol, 0,02 % (w/v) SDS) getrankte Whatman-Filterpapiere wurde die mit
Blotpuffer angefeuchtete Nitrocellulosemembran gelegt. Darauf aufgelegt wurden das SDS-PAGE-Gel
und darauf nochmals zwei mit Blotpuffer angefeuchtete Filterpapiere. Der Transfer erfolgte bei 2 mA
je cm? SDS-PAGE-Gel fiir 60 - 80 min.

Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran mit Ponceau S Lésung (0,2 % (w/v) Ponceau S
in 3 % (w/v) TCA) fur 2 min gefarbt. Nach Waschen mit dH,0 wurde die Membran auf die

Vollstandigkeit des Transfers tberpriift und der GréBenstandard sowie die Spuren markiert.

3.2.9. Immundetektion von Proteinen

Der Nachweis von bestimmten Proteinen aus Proteingemischen erfolgte nach SDS-PAGE und
Western-Blot mittels Immundetektion (,,Immunfarbung”). Das Prinzip dabei ist die Kombination von
zwei hochspezifischen Antikorpern. Der Erstantikorper bindet an ein Epitop, eine kurze
Aminosauresequenz eines Proteins. Zum Nachweis des Erstantikorpers wird ein Zweitantikorper
zugegeben, der spezifisch an Immunglobuline der Spezies bindet, aus der der Erstantikérper stammt.
Der Zweitantikorper ist mit einem Enzym konjugiert, das in einer spezifischen Reaktion detektiert
werden kann. In dieser Arbeit wurden Zweitantikérper-Fusionen mit Meerrettichperoxidase (HRP)
verwendet. Die HRP katalysiert mit H,O, als Oxidationsmittel die Oxidation von Luminol und I6st so

Chemilumineszenz aus, welche detektiert werden kann.
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Zunachst wurden die freien Bindungsstellen einer Membran durch Inkubation mit 5 % (w/v)
Milchpulver (fettfrei) in TBST-Puffer (10 mM Tris-HC| pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween 20)
blockiert. Das Erstantikorperserum wurde 1:500 - 1:2000 in TBST-Puffer mit 5 % (w/v) Milchpulver
verdinnt und die Membran damit 1 h inkubiert. Nach dreimal 3 min Waschen mit TBST wurde die
Membran 1 h mit dem Zweitantikérperkonjugat (1:10000 in 5 % (w/v) Milchpulver in TBST) inkubiert.
Nach dreimal 3 min Waschen mit TBST wurde das an die Membran gebundene HRP-Konjugat mit
Hilfe der ECL-Detektionslosung (GE Healthcare) und dem Chemostar professional System (Intas)

visualisiert.

3.2.10. Trichloressigsdure-Fallung (TCA-Fallung)

Zur Konzentrierung einer Proteinprobe oder zur Entfernung von Kontaminationen (zum Beispiel
Lipide) wurden Proteine oder Proteingemische wie Zellextrakte mit TCA prazipitiert. Dazu wurden
200 pg Probe in 200 pL Puffer mit 133 L kalter 50 % (w/v) TCA versetzt, kraftig geschittelt und
10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Proteine pelletiert (5 min, 14000 rpm, 4 °C), zweimal mit
1 mL eiskaltem Aceton gewaschen und das Pellet nach Trocknen in 100 pL 1x Laemmli-Puffer (50 mM
Tris-HCI pH 8,0, 5 % (w/v) Glycerol, 2 % (w/v) SDS, 0,05 mg/ mL Bromphenolblau, 2,5 % (v/v)

2-Mercaptoethanol) aufgenommen.

3.2.11. Kopplung von Antikorpern an Protein A Sepharose

Das urspriinglich aus dem Bakterium Staphylococcus aureus isolierte Protein A bindet spezifisch an
die Fc-Region von Antikérpern. Durch Inkubation von Antiseren mit an Mikropartikel gebundenem
Protein A kann man Antikérper an die Mikropartikel koppeln und mit diesen gezielt Proteine aus
heterogenen Mischungen wie zum Beispiel Gesamtzellextrakten isolieren.

Sofern nicht anders angegeben wurde als Standardpuffer fiir die Kopplung TNETG-Puffer verwendet.
50 mg Protein A Sepharose® (GE Healthcare) wurde in 500 plL Puffer 30 min auf Eis inkubiert. Nach
Pelletieren (1 min, 3000 rpm, 4 °C) wurde 500uL des gewiinschten Antikorperserums zugegeben und
1 h bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Nach Pelletieren wie zuvor und fliinfmaligem Waschen mit
500 uL Puffer wurden die gekoppelten Mikropartikel (,Immunobeads”) in 500 pL Puffer

aufgenommen und bei 4 °C gelagert.

TNETG-Puffer

20 mM Tris-HCl pH 7,4
150 mM NacCl
2,5 mM EDTA
10 % (v/v) Glycerol
0,5 % (v/v) Triton X-100
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3.2.12. (Ko)iImmunprazipitation (KolP)

Mit Hilfe von an Mikropartikel gekoppelter Antikorper ist es moglich, aus Gesamtzellextrakten oder
anderen heterogenen Mischungen spezifisch ein Protein zu isolieren. Da die Mikropartikel durch
Zentrifugation pelletiert werden, nennt man diese Methode Immunprazipitation. Tragt man eine
immunprazipitierte Probe auf ein SDS-PAGE-Gel auf, so kann man zum Beispiel mittels
Immundekoration untersuchen, ob mit dem das Antigen tragendende Protein noch andere Proteine
koprazipitiert wurden. Die Methode der Koimmunprazipitation dient dem Nachweis von Protein-
Protein-Wechselwirkungen in vivo und wird oft zur Verifizierung von Ergebnissen verwendet, die
durch andere Techniken erhalten wurden (Berggard et al, 2007).

Fiir die KolP wurden Gesamtzellextrakte oder Mitochondrienlysate verwendet. Letztere wurden
durch Inkubation von Mitochondrien in detergenshaltigem Puffer und anschlieBende Zentrifugation
(10 min, 14000 rpm, 4 °C) hergestellt. Sofern nicht anders angegeben wurde als Standardpuffer
TNETG-Puffer verwendet. 250 plL Probe wurden mit 15 -30 L resuspendierten Immunobeads (siehe
3.2.11) fur eine Stunde bei 4 °C rotierend inkubiert. Nach Pelletieren (1 min, 3000 rpm, 4 °C) und ein-
bis dreimaligem Waschen mit 500 uL Puffer wurden die pelletierten Immunobeads in 50 plL
1x Laemmli-Puffer (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 5 % (w/v) Glycerol, 2 % (w/v) SDS, 0,05 mg/ mL

Bromphenolblau, 2,5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol) aufgenommen und 5 min bei 95 °C denaturiert.

3.2.13. Messung der de novo Eisen-Schwefel-Cluster Synthese in S. cerevisiae

Zur Messung der Fahigkeit von S. cerevisiae Eisen-Schwefel-Cluster de novo zu synthetisieren wurden
unter Eisenmangel gewachsene Hefezellen fiir 2 h mit >*Fe inkubiert und der Einbau des radioaktiven
Eisenisotops (Elektroneneinfang, 5,9 keV, t;, 1005 d) in die Zielproteine mittels Immunprazipitdtion
Uberprift (Kispal et al, 1999).

Die Zellen wurden in 50 mL Synthetischem Minimalmedium mit entsprechender Kohlenstoffquelle
kultiviert, durch Zentrifugation (5 min, 4000 rpm) pelletiert und mit dH,0 gewaschen. Mit den Zellen
wurde 100 mL ,Eisen-freies“ Minimalmedium (siehe 2.6.2) mit einer ODgynm von 0,2 inokuliert und
Uber Nacht bei 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert (5 min, 4000 rpm), mit dH,O gewaschen
und 0,5 g Zellen wurden in 10 mL ,Eisen-freies” Minimalmedium UGberfiihrt. Nach 10 min Inkubation
bei 30 °C wurden 10 pCi >*FeCl; (Perkin Elmer) in 100 mM Natriumascorbat zugegeben und fiir 2 h
inkubiert. Die radioaktiv markierten Zellen wurden in ein 15 mL Falcon-ReaktionsgefaR (iberfihrt,
pelletiert (5 min, 4000 rpm) und mit 10 mL Citrat-Puffer (50 mM Na-Citrat, 1 mM EDTA, pH 7,0) und
anschliefend mit 3 mL Hepes-KOH (20 mM, pH 7,0) gewaschen. Von den so erhaltenen Zellen wurde
ein Gesamtzellextrakt hergestellt (siehe 3.2.2) und aus diesem das gewilinschte Protein

immunprazipitiert  (siehe 3.2.12). Die koprazipitierte “°Fe-Radioaktivitit wurde durch
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Szintillationszahlung quantifiziert und als direktes Mal3 fir Einbau in die Eisen-Schwefel-Cluster der

prazipitierten Proteine verwendet.

3.2.14. Messung des Elektronentransfers von Ferredoxinoxidoreduktase auf Ferredoxin

In einem in vitro Test wurde der Elektronentransfer von NADPH (iber Ferredoxinoxidoreduktase (FdR)
und Ferredoxin (Fdx) auf den artifiziellen Elektronenakzeptor Cytochrom c¢ gemessen. Der
Elektronentransfer erfolgt dabei (iber den Proteinkomplex aus FdR und Fdx und nicht Gber die
dissoziierten Proteine (Lambeth et al, 1976). Unter geeigneten Reaktionsbedingungen (niedrige
lonenstarke) kann dann aus der kinetischen Analyse der Cytochrom c¢ Reduktion auf die
Dissoziationskonstante des FdR/ Fdx Komplexes zuriickgeschlossen werden (Lambeth et al, 1979).

Fir den Test wurde humane Ferredoxinoxidoreduktase FdxR (NP 004101.2, M = 51721 g/ mol, pl =
7,37) verwendet, die als Hiss-getaggtes Protein in Zusammenarbeit mit Alex Sheftel heterolog in
E. coli exprimiert und mittels IMAC-Chromatographie (IMAC -immobilized metal affinity
chromatography; siehe 3.3.3.1) und GroRenausschlusschromatographie (SEC - size exclusion
chromatography; siehe 3.3.3.2) gereinigt wurde. Unter Substratiiberschuss wurde bei konstanter
FdxR-Konzentration die Konzentration an Fdx variiert und die Cytochrom c¢ Reduktion durch
Absorptionsmessung bei 550 nm (Agssonm = 20000 M™* cm™) verfolgt. Die Anfangsgeschwindigkeiten

wurden gegen die Konzentration aufgetragen und nach Michaelis-Menten die kinetischen Parameter

bestimmt.
‘ Puffer Substrat/ Kosubstrat ‘ Probe Messung
50 mM Hepes pH 7,4 1 mM Cytochrom c ox. gereinigtes Protein Fdx 915 pL Puffer
0,05 % Tween 20 14 mM NADPH 65 uL Cytochrom ¢
5 UM FdxR 10 uL NADPH
10 uM FdxR
5-1500 nM Fdx

3.2.15. Messung des Elektronentransfers von Ferredoxin auf CYP11B1

In Zusammenarbeit mit Dr. Frank Hannemann und Anna Hobler (beide: Universitdt des Saarlandes,
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Rita Bernhardt) wurde der in vitro Elektronentransfer auf humane
11B-Hydroxylase CYP11B1 gemessen. Dieses Cytochrom P450 abhidngige Enzym katalysiert in
Mitochondrien die Hydroxylierung von 11-Desoxycortisol zu dem Haupt-Glucocorticoid von Saugern,
Cortisol. Die enzymatische Reaktion erfolgte mit Hilfe eines NADPH regenerierenden Systems fir
10 min und wurde durch Chloroformextraktion gestoppt. Die Trennung und Quantifizierung der
Reaktionsteilnehmer erfolgte mittels reversed phase HPLC (Sugano et al, 1989). Die Reaktions-
bedingungen waren folgendermalen:

250 pL Reaktionsvolumen bestehend aus 0,5 puM CYP11B1, 0,5 puM FdxR (humane
Ferredoxinoxidoreduktase), 20 uM Fdx, 1 mM MgCl, 5 mM Glukose-6-Phosphat, 1 U Glukose-6-
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Phosphat-Dehydrogenase und 400 uM 11-Desoxycortisol (Stammldsung in Ethanol) wurden in
Reaktionspuffer (50 mM Hepes pH 7,4, 0,05 % Tween 20) gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 1 mM NADPH gestartet, 10 min bei 37 °C und 800 rpm inkubiert und dann durch

Chloroformextraktion gestoppt.

NADPH FdR Fdx CPY11B1,, Coritsol + H,0

X ) X ’ X X
FdR, .4 Fdx,, CPY11B1,4 11-Desoxycortisol + O,

3.2.16. Quervernetzung mittels EDC

NADP*

Transiente Interaktionen kénnen mitunter durch chemische Quervernetzung nachgewiesen werden
(Berggard et al, 2007). Zur Quervernetzung wurde das Reagenz EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethyl-amino-
propyl)carbodiimid) verwendet, das Hydroxygruppen aktiviert und sie mit freien Aminogruppen zur
Reaktion bringt. Bei raumlicher Nahe entsprechender Gruppen in Proteinkomplexen (C- und
N-Terminus, Seitenketten von Asp, Glu und Lys) konnen so interagierende Proteine irreversibel
verknlpft werden.

Es wurden Puffer ohne freie Aminogruppen wie MES oder MOPS mit pH 7,4 oder geringer sowie
Reaktionstemperaturen von 4 °C oder 25 °C verwendet. Bei Proteinkonzentrationen von 20 bis

400 uM wurde EDC von 1 bis 8 mM eingesetzt und die Reaktion durch Zugabe von Ammoniumacetat

gestoppt.
Primdres Amin-R'
NH ~nN
\N/ R-2 N
N,
N J) J)
(0] (0]
P NJ: o N i, e N
R™OH * JU el R™ N’ ' ho ONH
C R (@) NH H K
I
rN
Coarboxyl-R EDC 0O-Acylisoharnstoffester R-Amid-R' Isoharnstoff

3.2.17. Glyceroldichtegradientenzentrifugation

Bei genligend starker Interaktion sedimentieren Proteine in einem Glycerolgradienten gemeinsam in
anderen Fraktionen als die isolierten Proteine alleine. Es ist daher moglich Protein-Protein
Wechselwirkungen auf diese Art nachzuweisen (Dutkiewicz et al, 2003; Liberek et al, 1992).

Die gereinigten Proteine wurden allein oder gemeinsam bei 4 uM in 80 pL Reaktionsvolumen mit
10 % (v/v) Glycerol gemischt und 10 min bei 25 °C inkubiert. 70 uL wurden dann vorsichtig auf einen
15 - 35 % (v/v) Glycerolstufengradienten (5 % Stufen) von insgesamt 3 mL gegeben und 28 h bei
46000 rpm und 4 °C in einem SW60 Rotor von Beckmann zentrifugiert. Es wurden von oben 130 pL

Fraktionen abgenommen, die mittels SDS-PAGE-Gel und Silberfarbung analysiert wurden.
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3.2.18. Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie (SPR-Spektroskopie)

Die Methode der SPR-Spektroskopie dient dem Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen in
vitro und erfordert gereinigte Proteine (Berggard et al, 2007). Oberflachenplasmonen sind koharente
Schwankungen des Elektronenplasmas eines Metalls an der Grenzflache zu einem Dielektrikum. Die
Anregung dieser Schwankungen ist mit Elektronen und unter bestimmten Bedingungen
(Wellenldange, Einstrahlwinkel, Wahl des Dielektrikums) auch mit Licht moglich. Die angeregten
Oberflachenplasmonen breiten sich als elektromagnetische Welle in der xy-Grenzebene koharent aus
(Salamona et al, 1997; Van Duyne, 2004) (Abb. 3.4). Die Ausbreitung findet auch in z-Richtung im
Dielektrikum und im Metall statt, ist aber viel schwacher und nimmt exponentiell mit der Distanz von
der Grenzflache ab (evaneszentes Feld). Die evaneszente Welle fillt dabei im Metall schneller ab als
im Dielektrikum, wo sie etwa 200 nm weit reicht.

Bei der SPR-Spektroskopie regt man die Oberflachenplasmonen mit einem Laser an und ermittelt die
Resonanzbedingung. In den meisten Fallen verfolgt man dazu bei einem geeigneten Aufbau den
Resonanzwinkel. Da die Resonanzbedingung vom Brechungsindex im Bereich der evaneszenten
Welle abhingt, fiihrt jede Veranderung in dem etwa 200 nm groRen Bereich zu einer Anderung des
Resonanzwinkels. Fir Interaktionsstudien bindet man den einen Interaktionspartner an die
Grenzflache und beobachtet bei Zugabe eines moglichen Interaktionspartners den Resonanzwinkel,

welcher sich bei einer Bindung andert.
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Abbildung 3.4: Oberflachenplasmonausbreitung an der Grenzfliche Metall-Dielektrikum (modifiziert nach

(Van Duyne, 2004))

Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Doru Vornicescu (Fachbereich Pharmazie,
Universitat Marburg, AG Prof. Dr. Michael Keusgen) an einem Plasmonic® SPR device (Plasmonic HSS
Systeme) durchgefiihrt. Das Gerat arbeitet im statischen Aufbau mit goldbeschichteten Glasprismen
(,,Chips“), auf die Messkiivetten aufgebracht werden. Die Funktionalisierung der Prismen erfolgte von

Dr. Doru Vornicescu nach etabliertem Protokoll (Vornholt et al, 2007) mit leichten Modifikationen:
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Zunachst wurde die Goldoberfliche mit 3-Aminopropyltriethoxysilan Amino-funktionalisiert. Die
Aminogruppe wurde mit Succinylsdureanhydrid als Abstandshalter verestert. AnschlieBend erfolgte
die Amidierung mittels N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) an Ng,Ng-
Bis(carboxymethyl)-L-Lysin, welches als Chelator fiir Me?* fungierte. Nach in situ Behandlung von in
dieser Art funktionalisierten Prismen mit Co*" konnten Hisc-getaggte Proteine an die Chips gebunden

und Interaktionsstudien durchgefiihrt werden.

Kiivette mit 8
Messknélen
Chip-Halter

Goldbeschichtetes
Prisma

Evaneszentes
Feld

Laser

Goldbeschichtetes
Prisma

Abbildung 3.5: Prinzipielle Messanordnung des Plasmonic® SPR device (modifiziert nach ((Vornholt et al, 2007)).

3.2.19. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde auf zwei verschiedene Arten bestimmt, wobei die photometrische

Konzentrationsbestimmung nur fiir gereinigte Proteine angewendet wurde.

3.2.19.1. Photometrische Konzentrationsbestimmung

Proteine besitzen von der Primarstruktur abhangige Extinktionskoeffizienten, mit deren Hilfe man die
Konzentration berechnen kann (Gill & von Hippel, 1989). Der wesentliche Beitrag zur Absorption bei
280 nm kommt dabei von den Aminosduren Tyr und Trp sowie in geringem MalR auch von
Disulfibricken. Mit Hilfe des Online-Tools ProtParam (www.expasy.org) kann man aus der
Aminosauresequenz den Extinktionskoeffizienten berechnen und damit aus der Messung der
Absorption bei 280 nm nach dem Lambert-Beerschen-Gesetzes die Konzentration des Proteins
bestimmen. Da [2Fe-2S] Cluster sichtbares Licht absorbieren und aus der Literatur
Extinktionskoeffizienten fiir diese Absorptionen bekannt sind, konnten auch diese Chromophore zur

photometrischen Konzentrationsbestimmung benutzt werden.
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3.2.19.2. Colorimetrisch nach Bradford

Bei der Konzentrationsbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) wird der Farbstoff Coomassie-
Brilliant Blue G-250 verwendet. Dieser Farbstoff bindet an die basischen Seitenketten von Proteinen.
Die dadurch bedingte Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs von 465 nm nach
595 nm kann zur Konzentrationsbestimmung benutzt werden. Es wurde eine Eichkurve mit Proben
bekannten BSA-Gehaltes erstellt und aus gemessenen Absorptionswerten bei 595 nm die
Proteinkonzentration von Proben unbekannten Proteingehaltes berechnet. Verwendet wurde
Bradfordldsungskonzentrat (Biorad), welches vor Verwendung im Verhéltnis 1:5 mit dH,0 verdiinnt

und Uber einen Faltenfilter filtriert wurde.

3.3. Proteinreinigung

3.3.1. Heterologe Genexpression

Die Uberexpression von rekombinantem Protein erfolgte in Zellen der E. coli Stimme BL21(DE3)-Gold
oder C41(DE3). Als Nahrmedium wurde LB-Medium verwendet. In einem 5 L Erlenmeyerkolben
wurden 2 L mit entsprechendem Marker versetztes Medium 1:100 von einer Vorkultur inokuliert und
bei 37 ° C inkubiert. Bei der Expression von YAH1 sowie den FDX1 und FDX2 Konstrukten wurde noch
50 uM Eisenammoniumcitrat zugesetzt. Bei Erreichen einer ODgyonm von 0,6 wurde mit 1 mM
Isopropylthiogalaktosid (IPTG) oder 200 pg/ L Anhydrotetracyclin induziert. Zu diesem Zeitpunkt
wurde eine Probe ,vor Induktion” entnommen. Die Induktion erfolgte bei 37 °C oder einer
niedrigeren Temperatur wie im Ergebnisteil angegeben fiir 4 h oder (iber Nacht. Es wurde eine Probe
,hach Induktion” entnommen und die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 5000 rpm)
pelletiert, in einem fiir die spatere Reinigung geeigneten Puffer resuspendiert, in fllissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.3.2. Praparativer Zellaufschluss von E. coli

Die E. coli Zellsuspension wurde mit Protease-Inhibitor-Mix (50x, Firma Roche) sowie 0,5 mM EDTA
versetzt und anschlieend in drei Durchldufen in dem Gerat EmulsiFlex® C3 (Avestin) aufgeschlossen.
Zur Degradation von DNA wurde eine Spatelspitze DNasel zugegeben und 10 min auf Eis inkubiert.
Zelltrimmer und nicht aufgeschlossenen Zellen wurden durch Zentrifugation (zweimal 15 min,
20000 rpm, 4 °C) entfernt und das Lysat vor der weiteren Verwendung durch einen 0,45 um Filter

(Millipore) filtriert.
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3.3.3. Chromatographische Verfahren

Fir alle chromatographischen Verfahren wurde ein AKTA™purifier 10 System (GE Healthcare)
verwendet. Alle Puffer wurden vor Verwendung mittels einer Vakuumpumpe durch einen 0,45 um

Filter steril-filtriert und dabei entgast.

3.3.3.1. Affinitdtschromatographie mittels Ni-NTA

Bei der Ni-NTA-Chromatographie handelt es sich um ein IMAC-Chromatographie-Verfahren (IMAC -
immobilized metal affinity chromatography). Man nutzt kovalent an eine Matrix (z. B. Agarose)
gebundene Nitrilotriessigsaure (NTA) als metallchelatisierende Gruppe, welche mit zweiwertigen
Metallkationen chemisch recht stabile, vierzahnige Chelatkomplexe bildet (Hochuli et al, 1987). Als
Kation wird meistens Ni** verwendet, welches Uber seine zwei freien Koordinationsstellen
chelatisierende Seitengruppen von Proteinen binden kann.

Eine hohe Affinitat besitzt Ni-NTA zu Polyhistidinsequenzen, welche deshalb als His-Tag an
Rekombinante Proteine fusioniert werden. Die Elution des an die Ni*-NTA-Matrix gebundenen
Proteins kann zum einen durch Reduzierung des pH-Werts auf ca. funf (Protonierung der
Histidinseitenketten) oder durch kompetitives Verdrdngen mit Imidazol herbeigeflihrt werden.
Unspezifisch  gebundene Proteine  konnen zuvor durch Waschen mit geringen
Imidazolkonzentrationen entfernt werden.

Es wurden 1 mL oder 5 mL HisTrap® HP Sdulen von GE Healthcare nach Herstellerangaben verwendet

(Standardpuffer 50 mM Na-Phosphat pH 8,0, 300 mM NaCl, 15 mM/ 500 mM Imidazol).

3.3.3.2. lonentauscherchromatographie

Proteine tragen abhangig von ihrem pl-Wert und dem pH-Wert des sie umgebenden Milieus eine
bestimmte Ladung. Ist der pH-Wert kleiner als der pl-Wert, so ist die resultierende Ladung positiv
(mehr protonierte Seitenketten), im umgekehrten Fall ist die Ladung negativ (mehr deprotonierte
Seitenketten). Bei geeigneter Wahl der Bedingungen kann ein geladenes Protein bei geringer
lonenstarke an lonentauschermaterialien gebunden und unter Hochsalzbedingungen eluiert werden.
Dies wird bei der lonentauscherchromatographie zur Proteinreinigung genutzt.

Yah1, Fdx1 und Fdx2 haben pl-Werte von unter fiinf und lassen sich deshalb gut bei neutralem
pH-Wert an eine quartare Ammoniumverbindungen tragende Matrix binden und wieder eluieren
(Anionentauscherchromatographie). Es wurden zwei verschieden Saulenmaterialien der Firma GE
Healthcare nach Herstellerangaben verwendet: 1) Q Sepharose® fast flow und 2) Source™ 15 Q. Die
verwendeten Puffer waren dabei: 1) 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 0/ 500 mM NaCl und 2) 50 mM Hepes
pH 7,5, 0/ 1 M NacCl).
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3.3.3.3. Hydrophobe-interaktions-Chromatographie (HIC)

Die HIC macht sich den Aussalzeffekt bei Proteinen zu nutze. Bei hoher lonenstarke wird einem
Protein seine Hydrathilille entzogen und es kann U(ber hydrophobe Wechselwirkungen seiner
aliphatischen Seitenketten an andere hydrophobe Materialien binden.

Yah1, Fdx1 und Fdx2 haben auch bei 2 M (NH,),S0,4-Konzentration eine hinreichend hohe Loslichkeit
und lassen sich somit mittels des Sdulenmaterials Phenyl Sepharose® der Firma GE Healthcare
reinigen. Die Probe wurde in 50 mM Na-Phosphat-Puffer 2 M (NH,),SO, gebunden und mit einem
Gradienten von 2,5 M (NH,4),SO,4 nach 0 M (NH,4),SO, in Puffer eluiert.

3.3.3.4. Groéfienausschlusschromatographie (SEC)

Die GréRenausschlusschromatographie (SEC von size exclusion chromatography), auch Gelfiltrations-
chromatographie genannt, basiert darauf, dass Proteine durch eine Gelmatrix mit Poren definierter
GroRe mit unterschiedlicher Geschwindigkeit diffundieren, da ihnen je nach ihrer raumlichen
Ausdehnung mehr oder weniger Raum in der Matrix zur Verfligung steht. Proteine, die in keine Poren
eindringen konnen, werden im so genannten Ausschlussvolumen eluiert. Die Diffusions-
geschwindigkeit der Proteine durch die Gelmatrix ist in erster Naherung proportional zu dem
Logarithmus der molekularen Masse. Eine Abschatzung des Molekulargewichts in Losung ist
demnach mit dieser Methode maéglich.

Die Gelfiltration wurde sowohl praparativ zur Proteinreinigung als auch analytisch - nach Kalibration
der Sdule mit Standardproteinen - zur Bestimmung des Molekulargewichts eingesetzt. Verwendet
wurden vorgefertigte Saulen der Firma GE Healthcare, die jeweils unter Beachtung der vom
Hersteller angegebenen Spezifikationen verwendet wurden. Im Einzelnen waren dies folgende
Saulen:

Superdex 200 10/ 300 GL; High Load Superdex 200 16/ 60 pg; High Load Superdex 75 16/ 60 sowie
Superose® 6 HR 10/30.

3.3.4. Umpuffern von Proteinen

Entsalzungssadulen bestehen aus Gelfiltrationsmaterial und erlauben die Trennung hochmolekularer
Spezies (>5000 Da), wie Proteine, von niedermolekularen Substanzen (<1000 Da), wie z. B. Tris oder
Salzen. Somit kdnnen mit ihnen Proteine in Puffer gewlinschter Zusammensetzung Uberfihrt
werden. Es wurden PD-10 Entsalzungssaulen (GE Healthcare) und DextraSEC PRO2 (AppliChem) flr

Probenvolumen von 1,5 mL bzw. 200 pL nach Herstellerangaben verwendet.
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3.3.5. Konzentrierung von Proteinen

Fir die Konzentrierung von Proteinlosungen wurden Amicon Ultra-Konzentratoren (Millipore) mit
einem Fassungsvermogen von 5 bzw. 15 mL verwendet. Das Ausschlussvolumen betrug im Normalfall
10 kDa. Konzentriert wurde bei maximal 4000 rpm in einer Kihlzentrifuge bei 4 °C. Die Zentrifugation
wurde nach kurzen Zeitintervallen unterbrochen und die Losung mit einer Pipette durchmischt, um

einer Ausfallung des Proteins an der Membran vorzubeugen.

3.4. Proteinkristallisation und Proteinstrukturbestimmung

Die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen und Proteinkomplexen tragt
wesentlich zum Verstandnis biochemischer und biologischer Vorgiange bei. Das Gebiet der
Strukturbiologie = umfasst dabei die einzelnen  Teilbereiche  Elektronenmikroskopie,
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) und Rontgenkristallographie. Wahrend die
Elektronenmikrokopie fiir grofle Proteinkomplexe bei geringerer Auflésung verwendet wird, eignet
sich die NMR-Spektroskopie nur fir die Strukturbestimmung kleiner bis mittlerer Proteine (maximal
50 - 70 kDa). Die Rontgenkristallographie ist hinsichtlich der GréRe des zu untersuchenden Proteins
nicht limitiert, erfordert dafiir allerdings einen Einkristall des Proteins.

Bei der Kristallstrukturanalyse mittels Rontgenstrahlung wird die Verteilung der Elektronen in der
Elementarzelle eines Kristalles bestimmt. Da die Wellenldnge von Rontgenstrahlen (1 pm bis 10 nm)
in der GroBenordnung von Atomabstidnden in Kristallen liegt, wirken Kristalle wie ein
dreidimensionales Beugungsgitter auf Rontgenstrahlung. Die Wechselwirkung erfolgt dabei mit den
Elektronen der Atome des Kristalls. Konstruktive Interferenz tritt nur unter bestimmten Winkeln von
Gitterebene zu Rontgenstrahlung auf, wobei die Gitterebene alle Gitterpunkte eines Kristalls
beschreibt. Der Gangunterschied 26 muss ein Vielfaches der Wellenldnge (nA) sein. Die GréRen 6 und

A stehen Uber den Beugungswinkel 0 in folgendem Zusammenhang:

sinf = —

Bericksichtigt man die Interferenzbedingung so ergibt sich das in Abb. 3.6 veranschaulichte
Bragg’sche Gesetz:
2xd*xsinf =nx*A
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Abbildung 3.6: Veranschaulichung des Bragg’schen Gesetzes

Durch Messung der konstruktiven Interferenzen eines Kristalles, der sogenannten Reflexe, ist es
moglich die Elektronendichteverteilung innerhalb der Einheitszelle eines Kristalls und damit die
Struktur eines Proteins zu berechnen.

Zur Kristallstrukturbestimmung von Proteinen bendtigt man gut streuende Kristalle. Geeignete
Bedingungen fiir die Kristallisation eines Proteins lassen sich nur empirisch ermitteln. Man variiert
zahlreiche Faktoren, die fiir die Proteinl6slichkeit und -kristallisation von Bedeutung sein kénnen:
Temperatur, pH-Wert, Pufferart, Konzentration und Art des Fallungsmittels (Prazipitans), lonenstérke
sowie die Konzentration und Reinheit des Proteins.

Es gibt zwei gangige Methoden fiir die Kristallisation von Proteinen: die ,hanging drop“ (Davies,
1971) und die ,sitting drop” Methode (McPherson, 1990). Beide beruhen auf dem Prinzip der
Dampfphasendiffusion. In einem abgeschlossenen System befinden sich ein Reservoir an vorgelegter
Kristallisationslosung sowie ein Tropfen, der durch Mischen von einem Teil Kristallisationslésung und
einem Teil Proteinlosung, hergestellt wurde. Je nach Methode ,hangt” ein Tropfen an dem Deckel,
mit dem das System verschlossen wurde, oder der Tropfen ,sitzt” in einer Vertiefung (,well“). Da der
Tropfen nun durch das Vermischen mit der Proteinlésung geringere Salz- und
Fallungsmittelkonzentrationen als die Kristallisationslésung enthalt, erfolgt durch Dampfdiffusion
Wassertransport vom Tropfen ins Reservoir. Auf diese Weise werden schonend Protein-, Salz- und
Fallungsmittelkonzentration erhéht, was im Idealfall zur Bildung eines Kristallisationskeimes und zu

geordneten Kristallwachstum fiihrt.

3.4.1. Probenvorbereitung

Die fur die Kristallisation vorgesehenen Proteinlosungen wurden nach der Reinigung auf eine
geeignete Konzentration konzentriert und direkt vor der Kristallisation mittels 0,22 um Ultrafree-MC
Sterilfiltereinheit (Millipore) partikelfrei filtriert. Ebenso wurden alle fir die Kristallisation
verwendeten Losungen durch geeignete Filter (0,22 um oder 0,45 um) steril filtriert und waren vom

hochsten verfligbaren Reinheitsgrad.
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3.4.2. Proteinkristallisation

Zunachst wurde ein Vorscreening durchgefiihrt, in dem kommerziell erhaltliche
Kristallisationsscreens verwendet wurden. Diese Screens sind so genannte ,sparse matrix screens”
(Jancarik & Kim, 1991), denen die Variation oben genannter Parameter prinzipiell zu Grunde liegt. Es
wurden die folgenden Screens der Firma Qiagen verwendet: Classics Suite, PACT Suite, MBCI Suite,
MBCII Suite, AmSO4 Suite, Anions Suite. Die weiterhin benétigten Verbrauchsmaterialien wie
VIEWSseal™-Klebefolien, 96 well CrystalQuick™-Platten, VDX-Platten, Cryoschleifen und Zubehor
stammten von den Firmen GreinerBioOne und Hampton Research.

Die sitting-drop-Variante der Dampfphasendiffusion wurde mit Hilfe eines Pipettierroboters
(Genomic Solutions) im 96-well-MaRstab durchgefiihnrt mit 80 pL Reservoirlésung und einer
Tropfengrofle von 300 nL Proteinlésung plus 300 nL Prazipitanslosung. Die Inkubation der
Kristallisationsansatze erfolgte bei 4 °C oder bei 18 °C. Die Platten wurden ein bis zwei Tage nach
Pipettieren und anschlieBend in Wochen- bis Monatsabstanden begutachtet. Dazu wurden
Stereomikroskope (Olympus und Leica) verwendet.

Waren Bedingungen zu erkennen, bei denen es zu Kristallwachstum kam, wurden diese durch
Variation einzelner Parameter der Kristallisationsbedingung optimiert. Die Durchfiihrung der
Optimierungsscreens erfolgte manuell nach der ,hanging drop“-Methode oder wie zuvor unter
Zuhilfenahme des Pipettierroboters. Fiir die manuelle Optimierung wurden Platten der Firma Nextal
(Crystallization Tool, 24er wellplate) verwendet. 1 - 1,5 uL steril filtrierte Proteinprobe wurde mit der
jeweiligen Prazipitanslosung gemischt und auf den Schraubdeckel eines einzelnen Wells pipettiert. Im
Reservoir des Wells befanden sich zwischen 0,75 - 1,0 mL der entsprechenden Prazipitanslosung.

Nach Verschluss der Deckel wurden die Platten wie zuvor inkubiert und inspiziert.

3.4.3. Cryopuffer-Test

Da Proteinkristalle in der Regel empfindlich sind erfolgt die Messung normalerweise bei 100 K. Vor
der Messung missen die Kristalle aus diesem Grund in flissigem Stickstoff schockgefroren werden.
Um zu verhindern, dass sich beim Schockfrieren Eiskristalle bilden, verwendet man sogenannte
Cryoprotektantien wie Glycerol oder PEG 400. Potentielle Cryopuffer wurden vor Verwendung an der
Inhouse-Kupferdrehanode durch zweiminitige Belichtung mit Rontgenstrahlung und Aufnahme eines

Beugungsbildes auf Diffraktion und typische Eisringe (1,9 A, 2,5 A, 3,66 A) getestet.

3.4.4. Datensammlung und Datenreduktion

Die Datensammlung der erhaltenen Kristalle wurde am European Synchrotron Radiation Facility

(ESRF) in Grenoble an der Beamline 1D14-4 durchgefiihrt. Der fir die Strukturldsung verwendete
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Kristall HOW54 wurde mit einer Belichtungszeit von 0,4 s fiir jede Aufnahme vermessen. Der Kristall
oszillierte wahrend der Aufnahme um 0,5 ° und wurde fiir die Aufnahme von 720 Bildern vollstandig
um 360 ° gedreht. Die Integration der Daten erfolgte mit dem Programm XDS, die Datenreduktion

wurde mit dem Programm XSCALE durchgefiihrt (Kabsch, 2010).

3.4.5. Strukturlosung, Modellbau und Strukturverfeinerung

Das Phasenproblem (Taylor, 2003) wurde im vorliegenden Fall der Fdx2-Struktur durch single
wavelength anomalous dispersion (SAD) mittels der Programme SHELXC, SHELXD und SHELXE gelost
(Sheldrick, 2008). Das Initiale Modell wurde mit dem Programm ARP/wWARP (Perrakis et al, 1999)
ohne Vorgaben automatisch generiert und dabei 202 von 214 Aminosduren in der Elektronendichte
platziert. Die weitere Verfeinerung erfolgte mit Hilfe der Programme COOT (Emsley & Cowtan, 2004)
und REFMAC (Murshudov et al, 1997).

Eine qualitative Beurteilung der verfeinerten Struktur liefert der kristallographische R-Faktor Repst
(auch Ryok genannt). Dieser beschreibt die relative Diskrepanz zwischen den experimentell
bestimmten Strukturfaktoramplituden (F,.s) und den berechneten Strukturfaktoramplituden aus der

Modellstruktur (Feac).

R _ thl(Fobs - calc)
work thl(Fobs)

Um eine Uberinterpretation der gemessenen Daten bei niedrigem Daten-Parameter-Verhéltnis zu
verhindern wird ein Teil der Daten (in der Regel 5 %) nicht in die Verfeinerung mit einbezogen und
ausschlieBlich zur Berechnung des freien R-Faktors Rge. verwendet (Brunger, 1992), der analog dem

Reryst mit den 5 % der Daten berechnet wird.

3.4.6. Graphische Darstellung

Samtliche Abbildungen von Proteinstrukturen und Proteinoberflachen wurden mit dem Programm

PyMOL (Delano, 2002) und dem APBS-Plugin (Baker et al, 2001) erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1. Struktur von humanem Fdx2

4.1.1. Reinigung und Kristallisation von Fdx2

Die fir die Strukturbestimmung notwenige Kristallisation wurde mit verschiedenen Fdx2 Varianten
durchgefiihrt. Getestet wurde zunachst das N-terminal Hisg-getaggte Volllangenprotein (HisFdx2),
welches (iber Affinitdtschromatographie und GréRenausschlusschromatographie (SEC) gereinigt
wurde. Dieses Protein lieferte in keiner der getesteten Bedingungen Kristalle. Da im homologen
Protein Adx aus Rind der C-Terminus in der Kristallstruktur des Volllangenproteins ungeordnet war
(Pikuleva et al, 2000), erfolgte eine C-terminale Verkiirzung des Proteins um 12 Aminosauren.
Gleichzeitig wurde der Hisge-Tag molekularbiologisch entfernt und das Protein mittels
Anionentauscherchromatographie (IEX) und Hydrophober-Interaktions-Chromatographie (HIC) ohne
Affinitatstag gereinigt. Auch hier zeigte sich, dass das Volllangenprotein ohne Hisg-Tag (Fdx2) nicht
kristallisierte, wohingegen C-terminal verkiirztes Fdx2 (Fdx2 -C12) mit Natriumcitrat oder
Ammoniumsulfat als Prazipitans bei 4 °C und 18 °C innerhalb von einem bis wenigen Tagen

dunkelrote Kristalle lieferte (Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Kristallisation von humanem Fdx2. (A) SDS-PAGE der Reinigung von Fdx2 und Fdx2 -C12 - jeweils 5 pg der
Eluate der IEX und HIC Schritte. (B) Vergleich von jeweils 5 pg gereinigtem HisFdx2, Fdx2 und Fdx2 -C12 auf SDS-PAGE, bzw.
Fotographie der Holoproteinpraparationen. (C) Kristalle von Fdx2 -C12 erhalten aus folgenden Bedingungen (30 mg/ mL
Protein, 4 °C): oben - 100 mM MES pH 7,0, 3,1 (NH,),SO,; Mitte - 0,2 M (NH,4),HPO,, 2,2 M (NH,),SO,; unten - 1,6 M

Na-Citrat.
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Das kristallisierte Protein umfasste die Reste 66 - 171 des ORF von FDX2 (Uniprot-id. Q6P4F2) und
entsprach den Resten 5 - 112 von bovinem Adx, dessen Nummerierung zum besseren Vergleich mit
den Literaturdaten in dieser Arbeit verwendet wurde. Die erhaltenen Kristalle waren empfindlich
hinsichtlich mechanischer Beanspruchung und besonders solche aus Bedingungen mit (NH,),SO;, als
Prazipitans zeigten einen schichtartigen Aufbau und zerfielen bei Kontakt leicht spontan. AuBerdem
wurde festgestellt, dass Kristalle aus diesen Bedingungen zwar gut streuten und einen Datensatz bis
1,55 A lieferten, dafiir aber fast perfekt ,vertwinnt“ waren (Abb. 4.2). Mit Na-Citrat erhaltene
Kristalle streuten nicht ganz so gut, zeigten daflir aber kein Twinning. Die optimierten
Kristallisationsbedingungen waren: 30 mg/ mL Protein, 1,6 M Na-Citrat und 4 °C Inkubations-

temperatur. 20 % Glycerol wurde als Cryoprotektant verwendet, die Kristalle schockgefroren und am

ESRF in Grenoble vermessen.
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Abbildung 4.2: Diffraktion und Datensammlung von Fdx2-Kristallen erhalten mit zwei unterschiedlichen Prazipitantien.
(A) Kristall HOW44 kristallisiert aus Bedingung: 100 mM MES pH 7,0, 3,2 (NH,),SO,. (B) Kristall HOW54 kristallisiert aus
Bedingung: 1,6 M Na-Citrat. (A, B) Links: Bild von im Synchrotronstrahlengang montiertem Kristall; Mitte: beispielhaftes

Diffraktionsbild; Rechts: Ergebnis des L-Test auf Twinning aus der Skalierungsroutine des Programms SCALA (CCP4, 1994).

4.1.2. Datenreduktion, Strukturlésung und -verfeinerung

Von Kristall HOW54 konnte an der Beamline ID14-4 am ESRF in Grenoble bei 100 K ein Datensatz bis
1.7 A gesammelt werden. Die Datenprozessierung erfolgte mit Hilfe von XDS und dem CCP4
Programmpaket (CCP4, 1994; Kabsch, 2010). Der Kristall gehorte zur monoklinen Raumgruppe P2,
und enthielt zwei Molekiile in der asymmetrischen Einheitszelle. Der Matthews Koeffizient V, betrug
2,79 A%/ Da und der Losemittelgehalt lag bei 55,9 % (Matthews, 1968). Um eine mogliche
Beeinflussung der Strukturlosung durch das initiale Suchmodell (Taylor, 2010) zu vermeiden, erfolgte

die Phasierung nicht durch molekularen Ersatz, sondern durch die SAD-Methode (single-wavelength
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anomalous dispersion, SAD) (Dauter et al, 2002; Dodson, 2003). Es wurde die anormale Streuung des
Eisen aus dem Fe/S-Cluster verwendet und das Softwarepaket SHELXCDE benutzt (Sheldrick, 2008;
Sheldrick, 2010). SHELXD konnte vier Eisenatome in der Einheitszelle lokalisieren, was genau der
Erwartung von zwei Monomeren mit [2Fe-2S] Cluster je Einheitszelle entsprach und die durch SHELXE
vorgenommene Phasierung und Dichtemodifikation ergab eindeutig die richtige der beiden

moglichen Lésungen der Phasen (Abb. 4.3).
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Abbildung 4.3: Lésung des Phasenproblems durch die SAD-Methode. (A) Besetzungswahrscheinlichkeit von anormalen

Streupositionen wie von SHELXD bestimmt. (B) Bestimmung der richtigen Phasenldsung (invertierte Phasen) mit SHELXE.

Der Modellbau erfolgte zunichst automatisiert mit dem Programm ARP/wARP (Perrakis et al, 1999),
welches 202 von 216 Aminosduren der beiden Molekiile einbauen konnte. Fehlende Reste wurden
manuell mit Hilfe des Programms COOT (Emsley & Cowtan, 2004) eingebaut und das Modell mit dem
Programm REFMAC (Murshudov et al, 1997) verfeinert.

Verschiedene Runden iterativen Modellbaus und Verfeinerung mit den genannten Programmen
lieferte das endgililtige Strukturmodell, welches neben den Resten 3 bis 109 von beiden Molekilen
(von insgesamt je 109 Resten) jeweils ein [2Fe-2S] Cluster und ein Sulfat-lon je Molekil sowie
insgesamt 220 Wassermolekiile umfasste. In dem Modell sind die Reste E40 aus Kette A und Q16 aus
Kette B in zwei alternativen Konformationen modelliert und aufgrund von Flexibilitdt wurden die
Seitenketten der geladenen Reste E58, D62, E83, K106 und R109 nur teilweise gefunden. Die Qualitat
des Strukturmodells wurde mit PROCHECK (Laskowski et al, 1993) und PROMOTIF (Hutchinson &
Thornton, 1996) Uberprift und ist in Tabelle 4.1 gemeinsam mit den Datensammlungs- und
Verfeinerungsstatistiken zusammengefasst. Die Struktur wurde in der PDB-Datenbank

(www.pdb.org) hinterlegt und trégt die PDB-ID 2Y5C.
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Datensammlung

Wellenlange, A 1,319
Raumgruppe P121
Zelldimensionen
a; b;c, A 51,38; 35,45; 75,51
B,° 105,13
Auflésungsbereich, A 49,6-1,70(1,79-1,70)
Rimerger % 5,7 (45,7)
1/a(1) 22,0(5,2)
Vollstandigkeit, % 97,9(96,5)
Multiplizitat 7,1(7,2)
Gemessene Reflexe
insgesamt 202987 (29635)
einzigartige 28713 (4094)
B Faktor?, A2 18,0
Anormale Vollstandigkeit, % 96,9 (95,6)
Anormale Multiplizitat 3,7(3,7)
Phasierungsstatistik
Anzahl Fe-Positionen 4
CC flr Lésungen® >20

Verfeinerungsstatistik
Rcryst/ Rfree (%)
Anzahl Nichtwasserstoffatome

17,28/ 20,05

Protein® 1662

Wasser 220
B Faktoren, A2

Protein® 14,52

Wasser 26,67
rmsd Bindungslangen (A) 0,012
rmsd Bindungswinkel (°) 1,53
Ramachandran-Plot

erlaubte Regionen (%) 91,8

zusatzlich erlaubte Regionen (%) 8,2

groRziigig erlaubte Regionen (%) 0

verbotene Regionen (%) 0

Werte in Klammern gelten fir die hochste Auflésungsschale.

3 B Faktor aus Wilson-Plot.

b Korrelationskoeffizient CC nach SHELXD.
¢ einschlieflich zwei [2Fe-2S]-Cluster und zwei SO,* lonen.

Tabelle 4.1: Datensammlungs- und Verfeinerungsstatistik

4.1.3. Strukturbeschreibung - Fdx2 ist ein typisches MB-Typ Ferredoxin

Fdx2 zeigte eine kompakte (a+B) Faltung typisch flir [2Fe-2S] Ferredoxine, welche unter der
Bezeichnung B-grasp bekannt ist und auch in anderen Proteinen wie zum Beispiel Ubiquitin gefunden
wird (Murzin et al, 1995). Das B-grasp Motiv ist ein gemischtes B-Faltblatt mit vier B-Strangen,
welches von einer a-Helix flankiert wird. In Fdx2 besteht das B-Faltblatt aus flinf B-Strangen und
aulerdem gibt es insgesamt drei langere a-Helices und zwei kurze Helices vom 31,-Typ. Ahnlich zur
Struktur von Adx (Muller et al, 1998) wurden in Fdx2 zwei Domédnen gefunden: eine groRere
hydrophobe Kerndoméne (Reste 5 - 55 und 91 - 112), die die Cluster-koordinierenden Cysteine
enthdlt, sowie eine kleinere sogenannte , Interaktionsdoméne” (Reste 56 - 90). Wie erwartet war
Fdx2 in der Holoform und es wurde eindeutig die Elektronendichte des [2Fe-2S] Clusters gefunden

(Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4: Fdx2 enthilt einen [2Fe-2S] Cluster. 2Fq, - Fc,c Elektronendichte (10, 1.6 A, grau) des [2Fe-25] Clusters
sowie der koordinierenden Sulfhydrylgruppen. (A) Seitenansicht, (B) Aufsicht.

Ein Vergleich der Fdx2 Struktur mit den Strukturen anderer MB-Typ-Ferredoxine zeigte auf den
ersten Blick keine gravierenden Unterschiede (Abb. 4.5). Ein strukturbasiertes Alignment mit Hilfe
von “Protein structure comparison service SSM at European Bioinformatics Institute”
(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm) (Krissinel & Henrick, 2004) lieferte folgende rmsd Werte fiir den
Unterschied zwischen den Geriistatomen von Fdx2 und den angegebenen Strukturen: Adx 1AYF -

1,12 A, Adx 1CJE - 1,13 A, Fdx1 3P1M - 1,14 A, Etp1™ 2WLB Kette A - 0,79 A/ Kette B - 1,05 A, Fdx
117H - 1,46 A.

Etp1™ Fdx

Abbildung 4.5: Fdx2 zeigt groRe strukturelle Ahnlichkeit zu anderen MB-Typ Ferredoxinen. Vergleich der Strukturen von

humanem Fdx1 (Modell erstellt mit SWISS-MODEL (Arnold et al, 2006) basierend auf Adx (1CJE - Kette B)), humanem Fdx2
(2Y5C), S. pombe Etplfd (2WLB) und E. coli Fdx (117H). Die Kerndomane ist jeweils rechts dargestellt, die Interaktions-

domane links. Beide Doméanen unterscheiden sich durch leicht verschiedene Farben.
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Die direkte Uberlagerung der Struktur von Fdx2 mit der von Fdx1 (Modell basierend auf der Struktur
von Adx aus Rind, welches 87 % identisch zu Fdx1l ist) zeigte, dass nur zwei Bereiche der
Cq-Positionen eine deutliche Abweichung aufwiesen (Abb. 4.6). Diese Unterschiede zu Fdx1 umfassen
zum einen die Verkiirzung der Schleife nach a-Helix C sowie zum anderen die dadurch bedingte
andere Orientierung von a-Helix C, welche im Vergleich zu Fdx1 um 15 ° anders gekippt ist. Beides
zusammen fuhrt zu einer etwas kompakteren Struktur von Fdx2 im Vergleich zu Fdx1 und zu einer
anderen Oberflachengestalt im Bereich von a-Helix C. Die beschriebenen strukturellen Unterschiede
zwischen Fdx2 und Fdx1 lassen sich auf die beiden zusatzlichen Fdx1-Reste F43 und G44 unmittelbar
nach a-Helix C und vor dem ersten Fe/S-Cluster-koordinierenden Cystein C46 zurlickfihren. F43 und

G44 sind in Fdx2 nicht vorhanden (Siehe auch Kapitel 4.2).

A

s =

Fdx1/ Fdx2

Abbildung 4.6: Fdx2 unterscheidet sich in zwei Punkten strukturell von Fdx1. Direkte Uberlagerung der Strukturen von

humanem Fdx1 (grau; siehe Abb. 4.5) und humanem Fdx2 (griin; 2Y5C). Die Schlaufe mit den Resten F43 und G44 nach

a-Helix Cin Fdx1 ist schwarz markiert, die Orientierungen von a-Helix C sind mit Pfeilen angegeben.

4.2. Analyse der Spezifititen der Ferredoxine Fdx1, Fdx2 und Yah1

4.2.1. Fdx1, Fdx2 und Yahl zeigen drei Wachstumsphdnotypen bei der Komplementation von
Gal-YAH1 Zellen

Zur Uberpriifung der Funktionsspezifitit wurden die beiden human Ferredoxingene FDX1 und FDX2
ohne kodierende Information fiir die mitochondriale Lokalisierungssequenz in einen p426-Vektor
hinter die kodierende Information der Signalsequenz der F;B-ATPase-Untereinheit aus Neurospora
crassa kloniert. AuBerdem wurde das YAHI1 Gen aus S. cerevisiage mit endogenem Promotor
(-308 bis -1) in ein p416-Plasmid kloniert. Diese Konstrukte und entsprechende Plasmide ohne Gen
wurden in Gal-YAH1 Zellen transformiert. In diesen Zellen ist der Promotor des YAH1 Gens durch den
GAL1-10 Promotor ersetzt worden, wodurch die Expression des YAH1 Gens Galaktose erfordert. Auf

anderen Zuckerquellen wird der Promotor abgeschaltet und wegen des essentiellen Charakters von
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YAH1 wird ein starker Wachstumsdefekt beobachtet (Lange et al, 2000). Einzelne Kolonien wurden
auf SGal Platten bei 30 °C vermehrt, anschlielend wurden die Zellen in 800 uL Wasser resuspendiert
und auf eine ODgyonm 0,5 verdiinnt. Hiervon wurde eine Verdinnungsreihe mit jeweils 1:5
Verdiinnung hergestellt und mit dieser Verdiinnungsreihe wurde das Wachstum unter fermentativen
Depletionsbedingungen (SD) sowie respiratorischen Depletionsbedingungen (SLac, SGly) getestet. Als

Kontrolle diente das Wachstum auf SGal Medium (Abb. 4.7).

Fdx1

Fdx2

Yah1l

Fdx1

Fdx2

Abbildung 4.7: Unterschiedliche Phdnotypen bei der Komplementation von Gal-YAH1 Zellen mit den Ferredoxinen Fdx1,
Fdx2 und Yahl. Gal-YAH1 Zellen wurden mit den Plasmiden p426-Fdx1 (Fdx1), p426-Fdx2 (Fdx2), p416-Yahl (Yah1) sowie
p426-TDH3 ohne Insert (-) transformiert. Eine serielle Verdinnung von jeweils 1:5 mit einer ODgy,m vVon 0,5 als
Anfangswert wurde von links nach rechts auf Agarplatten mit verschiedenen Kohlenstoffquellen (SD - Glukose; SGal -

Galaktose; SGly - Glycerol; SLac - Laktat) aufgebracht und die Platten flr drei Tage bei 30 °C inkubiert.

Aufgrund des essentiellen Charakters des YAH1 Gens war ohne Expression eines Ferredoxins (-) unter
allen Depletionsbedingungen kein Wachstum moglich. Es wurde festgestellt, dass Fdx2 im Gegensatz
zu Fdx1 den Wachstumsdefekt von Gal-YAH1 Zellen auf SD-Medium komplementierte. Andererseits
komplementierte die Expression von Fdx2 nicht den Wachstumsdefekt von Gal-YAH1 Zellen unter
Wachstumsbedingungen, unter denen die Hefezelle gezwungen ist zu respirieren (SLac, SGly). Das
Ferredoxin Yahl komplementierte wie erwartet unter allen getesteten Bedingungen. Dieses Ergebnis
zeigt, dass sich die drei getesteten Ferredoxine hinsichtlich ihrer Funktion voneinander

unterscheiden und damit drei funktionelle Gruppen definieren.

4.2.2. Bioinformatische und strukturelle Analyse der drei MB-Typ Ferredoxin-Untergruppen in
Eukaryoten

Es wurde eine bioinformatische Suche nach Proteinsequenzen mit Homologie zu den MB-Typ

Ferredoxinen Fdx1, Fdx2 und Yah1l mit Hilfe der NCBI-BLAST-Funktion (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Blast.cgi) durchgefiihrt. Gefundene Sequenzen wurden analysiert und durch Multi-Sequenz-
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alignment miteinander verglichen, wobei die mitochondriale Lokalisierungssequenz in Analogie zu

Fdx1, Fdx2 und Yahl weggelassen wurde (Abb. 4.8).

N13 M1 M2 M3 M4
L 1 C 1 =0C10
A B : c
P_toglodytes Fdx1 1 SLLOVVVENNLD | DG
8_taums_Fdx? 1 SLLOVVVRNNLD I DG
O_o_ades Fdx1 1 SLLOVVVENNLD | DG
5 somfa_Fdxi 1 <-c-- ENNLD | DG
o M_musculus_Fdx1 1 -SSSEDKITVHFKNRDGE- TLTTKGKIGDSELDVV IENNLD | DG
'Z' R_norvegicus_Fdx1 1 -SSSEDKVTVHFKNRDGE - TLTTKGKVEDSLLDVV IENNLD | DG
- G_gallus_fFdx1 1 SSSADPVTVHF INRDGE-RLTTTAKEGESLLEVVVNONLAIDG
4 O_redo_fdx1 1 LRAEEKVTVHFLNRDGK-RITVKAS IGESLLOVVVDRDLD | DG
= 5_salar Fdx1 1 PLRADNKVTVHF INRDGE-KISVKGSPGDISLLOV I VPODLDFDG
D _melanogaster_Fdx1 1 MNNVDLDG
A_gamize_fdxi 1 NHNIDFEG
P_k_comoris_fdx1 1 NNNVPLDG
8 malayl Fdxi 1
: h_sapiens Fdx1 1
: b sapiens Fdx2 1 : GPE. VYNVVEVDRSGR - BIPVEe RV Al AC
P_toglodytes_Fdx2 1 -AGEEDAGGPE RPGDVVNVVFVDRSGO - RIFUSGRVODNVLHLAORHOVDI.EOA -ACEASLAGC
8_taurus_Fdx2 1 -AGEEEAGGPE RPGDVVNVVFVDRSGQ-RIPVSGRVEGDNVLHLAQRHGLDLEG - - ACEASLAC
M_susculus_Fdx2 1 -AGEEAADSPE LPROVVNVVFVDRSGK-RIPVRGKVBDNVLYLAQRHGVDLEG- - ACEASLAC
A_norvegicus_Fdx2 1 -AGEDEADSPE- .- -LPRDOVVNVVFVDRSGK-RIPVRGRVBDNVLHLAQRHGVDLEG - - ACEASLAC
O_rerio_Fdx2 1 «c-eon ~TSIGVCOSEDSSAPEEDAHAQEH IVNVVY IDRSGR-RIPVOARVEBDNVLYLAHKHG IDLEG- - ACEASLAG
& X_laeviz_Fdx2 1 - -SAQITAGVESDAENQRAELSEETVEVVFLDRSGO-RIPVKGKVGESVLCLAHRYNIELEG . - ACESSLAC
> O_melaonagster_Fdx2 1 - -~HGEFEWQDPK.----STDEIVNITYVDKDGK- RTKVOGKVEDNVLYLAHRHG | EMEG - - ACEASLAC
= ~LLHGEYEWQDPK:. .- - SEDEVVNITY IDKDGK-ETTVRGKVEDNVLYLAHRFGVEMEG - - ACEASLAGC
N ~-HGEYEWKDPE- - - -SPDEIVNITY IDKDGK-ETQVKGK IGONLMYLAHRHN | EMEG- - ACEASLAC
o Tadhmq_Fdx:’ 1 - ~HGEYEMQDPT.----SPDEIVNVTFITRDGE-KKPIQGKIGDNILYLAHRYG |ELEG- - ACEASLAC
C_elegans_Fidx2 1 -TGDFEYEDPK----SEDEVVNITYVLRDGT-ERKIRGKVGDONVMF LAHRYD | EMEG - - ACEASLAC
Zmays_Fdx2a 1 ALLSTATSGDODES: - SQAKDKISVTFVNKDGS-EKTICVPVEBMSMLEAAHEND |ELEG- - ACEGSLAC
Z_zays_Fdx26 1 VLFSTATSGDODES- - SQAKDKISVTFVNKDGS- EKTIRVPVGMSMLEAAHEND IELEG- - ACEGSLAC
A_thaliana_Fdx2a 1 NHKFCTSFSTTSEKG - -GEKTEKINVTFVDKDGE-EIHIKVPVGMNILEAAHEND |ELEG- - ACEGSLAC
A_thatiana_Fdx2b 1 ~SHKFCTSSTTSSENG--DEETEKITIIFVDKDGE-EIPVKVP IGMSVLEAAHEND IDLEG- - ACEASLAC
C_einkandtii_Ffdx2 1 ~LSTSASNOHESSPPAEGTETVSITY IDKDGK- EHTVAAP IGKNLLE IAHENE IDLEG- - ACEGSLAC
E_cunicali_fdx2 1 MOMF SAPDRIPEQIRIFFKTMKOVVPAKAVCOSTVLDVAHKNGVDLEG - - ACEONLAG
T_gondii_fdx2 1 -AFHVASNAASPAYEKSSSOTVTISFVLPDNT-EKTVEAKVODT | LEVAHANNIELEG- - ACEGACSC
A gosaypil vart 1 TURAHGHLSTP.. RKGEELQVTF ILKDGS-QRTFDVAPBOTLLD IAGGHNLDMEG - - ACGGSCAC
5_cemvisiae_Yah1 Teorrrsrrenensenns LNHGHLKKP - KPGEELKITF ILKDGOS-QKTYEVCEGETILDIAQGHNLDMEG - - ACGGSCAC
C_albicans_vaht 1 - ISLHGHLKKP- NPGEELHITF I TKDGOK-QLTYEVAESDNILD | ACAHNLDMEG - - ACGGSCAC
a O kanseni_Yah1 1 - ceeevicraarans KFHOHLHKP - - - NFGEELHITF | TKDGE-QLSFEVAEGDNVLD | AQAHNLDMEG - - ACGGSCAC
l:- ¥_lipolytica_Yah1 Terarensrnoermnnnans HGHVHEKP - KPGEEIKVTF I TKDGE-QIEVDTCEGDNLLD IACANNLDMEG - - ACGGSCAC
i A_fumigatus_Yah1 1 RVOHOHVTPP:. . - KPGEELHVSF IDKDGQ - KHDFEVAEGDNLLD | AQANDLEMEG - - ACGGSCAC
= A_niger_Yah1 1 CAQHOHITPP- - - KPGEEINVTF IDKDOV-KIELOVSEGDNLLD | AQAND | EMEG - - ACGOSCAC
& N_crazsa_Yahi 1 ALOQHOHVDPP. - - KPGEELYVTF IDKDNQ- THRLAVSEGDNLLD IAQAHDLEMEG - - ACGGSCAC
Ch_globosum_Yah1 1 AVSHOHVEPP. - - KPOEELYVTF IDKEGV- EHKIAVSKODNLLD IAQANDLEMEG - - ACGGSCAL
SPoMbE_YERT T sssecsasaresaans SFHSEIKKP. . .LPGTGIKVFFVTPEGR-EIMIEGNEGDS ILDLAHANNIDLEG. - ACEGSVAL
maydiz_Yaht 1 -G |IQHGB I TRP. - - PPGSO I TIHFVDOPKGEPLKTVSANEGDDLLSIAHEYDIDLEG- - ACEGSIAC
Vibno_cholerae_rdx 1 MFRT TVLFHETLCPEGA- - - VLEAUTGET ILDVALKNGIATER . -ACEKSCAL
c T_auensiz_Fdx 1 MPKIVFLPFHEKLCPDOM: - - VWEAKEGETILDVALANG INIEH- - ACEKSCAC
x g A_vinelandii_Fdx 1 MMPQ IVFLPHEVHCPEGR- - - VVEAETGES ILEAALRND IEIEH- - ACEMSCAC
o =~ §_figidimanina_fdx 1 -MPOLVFLPHOELCPDGA- - - VLEAEVBET ILNVALRNG IHIEH- - ACEKSCAC
k-] g E_coli_Fdx . SRA A P P S S S SR MPKIVILPHODLCPDGA. - - VLEANSGETILDVALRNG |EIEH. - ACEKSCAC
m 0
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Abbildung 4.8 (Seite 78): Multi-Sequenzalignment von MB-Typ Ferredoxinen und Einteilung in verschiedene
Untergruppen. Verwendet wurden Ferredoxine ohne mitochondriale Signalsequenz (falls vorhanden). Das Multi-
Sequenzalignment wurde erstellt mit ClustalW2 (Chenna et al, 2003) und bearbeitet mit Jalview (Waterhouse et al, 2009).
Die Sekundarstrukturmotive (Hutchinson & Thornton, 1996) der Fdx2 Struktur (siehe Kapitel 4.1) sind oberhalb des
Alignments als rote Pfeile fiir B-Strédnge und blaue Spiralen fiir a-Helices und 3,5-Helices angegeben. Ausgewahlte Reste sind
oberhalb des Alignment angegeben, die Nummerierung folgt der fiir bovines Adrenodoxin (Fdx1 aus Bos taurus). Unterteilt
sind die Ferredoxine nach ihrer Ahnlichkeit zu Fdx1, Fdx2 und Yah1 in Fdx1-Typ, Fdx2-Typ und Pilz-Typ Ferredoxine, davon
abgegrenzt wiederum sind die bakteriellen ISC-Typ Ferredoxine. Die Fe/S-Cluster-koordinierenden Cysteine sind gelb, alle
anderen 100 % identischen Reste sind griin unterlegt. Die Hauptinteraktionsstelle von MB-Typ Fdx mit der zugehorigen
FdxR zwischen D76 und D79 ist rot eingerahmt, Rest 73 (siehe Kapitel 4.3.2) ist violett markiert. Spezielle Regionen der
Untergruppen sind ebenfalls farbig markiert mit blau fiir die Fdx1-Typ, orange fiir die Fdx2-Typ und grin fir die Pilz-Typ
Untergruppe. Die im Laufe der Arbeit mutierten Reste und Regionen sind mit grauen Kasten auf den Sequenzen von
humanem Fdx1 und Fdx2 abgebildet und zur besseren Ubersicht auch oberhalb des Alignments markiert. Weitere Details
siehe Text.

Folgende Ferredoxine wurden verwendet (mit Proteinkennung):

Pan troglodytes (Fdx1 - XP_508877.2), Bos taurus (Fdx1 - NP_851354.1), Ovis orientalis aries (Fdx1 - P29330.2), Sus scrofa
domestica (Fdx1 - P00258.2), Mus musculus (Fdx1 - NP_032022.1), Rattus norvegicus (Fdx1 - NP_032022.1), Gallus gallus
(Fdx1 - XP_420169.1), Danio rerio (Fdx1 - XP_001922722.1), Salmo salar (Fdx1 - ACN11145.1), Drosophila melanogaster
(Fdx1 - NP_647889.1), Anopheles gambiae str. PEST (Fdx1 - XP_312921.3), Pediculus humanus corporis (Fdx1l -
XP_002423697.1), Brugia malayi (Fdx1 - EDP28536.1), Homo sapiens (Fdx1l - NP_004100.1), Homo sapiens (Fdx2 -
AAH63460.1), Pan troglodytes (Fdx2 - XP_512366.2), Bos taurus (Fdx2 - NP_001073695.1), Mus musculus (Fdx2 -
NP_001034913.1), Rattus norvegicus (Fdx2 - NP_001101472.1), Danio rerio (Fdx2 - NP_001070132.1), Xenopus laevis (Fdx2 -
Q5FWQO.1), Drosophila melanogaster (Fdx2 - NP_523993.1), Anopheles gambiae str. PEST (Fdx2 - XP_308947.3), Pediculus
humanus corporis (Fdx2 - EEB19696.1), Trichoplax adhaerens (Fdx2 - EDV22350.1), Caenorhabditis elegans (Fdx2 -
NP_502861.1), Zea mays (Fdx2a - ACF81722.1; Fdx2b - ACG44621.1), Arabidopsis thaliana (Fdx2a - NP_001031685.1; Fdx2b
- AAL82813.1), Chlamydomonas reinhardtii (Fdx2 - EDO96620.1), Encephalitozoon cuniculi GB-M1 (Fdx2 - NP_585988.1),
Toxoplasma gondii ME49 (Fdx2 - EEA99545.1), Ashbya gossypii ATCC 10895 (Yahl - NP_985381.1), Saccharomyces
cerevisiae (Yahl - Q12184.1), Candida albicans SC5314 (Yahl - XP_720164.1), Debaryomyces hansenii CBS767 (Yahl -
XP_458973.1), Yarrowia lipolytica (Yah1 - CAG82635.1), Aspergillus fumigatus Af293 (Yah1 - XP_747954.1), Aspergillus niger
(Yahl - XP_001393944.1), Neurospora crassa OR74A (Yahl - EAA28849.1), Chaetomium globosum CBS 148.51 (Yahl -
XP_001225251.1), Schizosaccharomyces pombe (Yahl = Etplfd - NP_594836.1), Ustilago maydis 521 (Yah1 - EAK81928.1),
Vibrio cholerae (Fdx - NP_230402.1), Tolumonas auensis DSM 9187 (Fdx - YP_002893199.1), Azotobacter vinelandii DJ (Fdx -
YP_002801146.1), Saccharomyces cerevisiae (Fdx - Q12184.1), Escherichia coli CFT073 (Fdx - NP_754932.1).

In hoheren Eukaryoten wie zum Beispiel Zebrafisch, Ratte oder Fruchtfliege wurden jeweils zwei
Ferredoxine vom MB-Typ gefunden, in Pilzen hingegen nur je eines. Im Multi-Sequenzalighment
(Abb. 4.8) sind neben eukaryotischen MB-Typ Ferredoxinen noch einige Ferredoxine aus Bakterien
gezeigt, die durch Homologiesuche zu IscFdx, dem Ferredoxin aus dem ISC-Gencluster von E. coli
(Takahashi & Nakamura, 1999), gefunden worden sind. Es konnten Reste identifiziert werden, die in
allen Ferredoxinen von Bakterien bis zum Menschen streng konserviert sind. Diese Reste sind
deutlich verschieden von anderen [2Fe-2S] Ferredoxinen, wie zum Beispiel Pflanzen-Typ-Fdx (siehe

Abb. 1.12), und zeigen somit die Zugehorigkeit aller betrachteten Ferredoxine zur Gruppe der
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MB-Typ Ferredoxine an. Logischerweise kdnnen diese Reste nicht zur Spezifitat eines Ferredoxins in
vivo beitragen, sondern sie erfiillen vielmehr einen allgemeineren Zweck oder eine Funktion, die alle
Ferredoxine gemeinsam haben. An erster Stelle sind hierbei die vier koordinierenden Cysteine zu
nennen, die in allen Ferredoxinen vorkommen. Andere konservierte Reste erfiillen wichtige
strukturelle Aufgaben und sind zum Teil bereits als funktionell wichtig beschrieben worden. Dies
betrifft die essentiellen Wasserstoffbriicken zwischen E74 und R89 (Grinberg & Bernhardt, 2001),
H56 und S88 (Kostic et al, 2003), T54 und C52 (Uhlmann & Bernhardt, 1995) sowie C92 und Q93. Der
Rest P108 wurde als wichtig fir die Proteinfaltung sowie Fe/S-Cluster Stabilitdt gefunden (Grinberg &
Bernhardt, 1998) und ist aus diesem Grund in allen Ferredoxinen vorhanden. Weitere streng
konservierte Reste gibt es in der unmittelbaren Umgebung des Fe/S-Clusters, z.B. A45. Die Erklarung
hierfur durfte in den speziellen Anforderungen an die Umgebung eines Fe/S-Clusters liegen, welche
keine Anderungen ohne Destabilisierung oder starke Eigenschaftsinderung des Fe/S-Clusters
erlauben. Die starke Konservierung des bislang noch nicht beschriebenen Restes G26 geht
moglicherweise auf die spezielle, konformationelle Freiheit von Glycin im Vergleich zu allen anderen
Aminosauren zuriick. In der Tat liegt G26 an der Spitze des Turns, welcher B-Strang B mit der
a-Helix C verbindet und kann an dieser Stelle vermutlich durch keine andere Aminosdure ersetzt

werden (Abb. 4.9).

Abbildung 4.9: Die strukturelle Lage von Gly26 als mogliche Ursache fiir die Konservierung. Gly26 liegt in MB-Typ Fdx im
Turn zwischen B-Strang B und a-Helix C und ist vermutlich aufgrund dieser besonderen Lage durch keine andere

Aminosdure ersetzbar und daher streng konserviert.

Ein weiterer, absolut konservierter Bereich liegt in a-Helix F, der primaren Interaktionsstelle von Adx
(Ewen et al, 2011). Wie zuvor beschrieben ist E74 dabei aus strukturellen Griinden wegen der
Wasserstoffbriicke zu R89 wichtig. Die beiden Reste D76 und D79 sind als direkte Bindungsstellen der

Ferredoxinoxidoreduktase fiir humanes Fdx1 und auch fir Adx beschrieben (Ewen et al, 2011;

Vickery, 1997). Auch die Reste M(L)77 und L78 zwischen den Bindungsstellen D76 und D79 sind stark
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konserviert, ebenso wie A81 in unmittelbarer Ndhe davon. Alle drei Reste sind Uber
Rickgratwasserstoffbriicken miteinander verbunden: Das Amidproton von A81 bildet sowohl eine
Wasserstoffbriicke mit dem Carbonylsauerstoff von L78 als auch mit dem Carbonylsauerstoff von
M77 (Abb. 4.10). Ersteres entspricht der Wasserstoffbilicke in einer 3i-Helix, letzteres der
Wasserstoffbriicke in einer a-Helix. Diese doppelte Stabilisierung tragt wesentlich zur Orientierung

von a-Helix F bei.

Abbildung 4.10: Die konservierte Interaktionsstelle von eukaryotischen MB-Typ Ferredoxinen mit FdxR. Die primare
Interaktionsstelle aller MB-Typ Fdx liegt in a-Helix F und enthélt die beiden negativ geladenen Reste Asp76 und Asp79, die
direkt mit der entsprechenden FdxR interagieren. Fiir die Orientierung von a-Helix F essentiell sind die streng konservierten
Reste Glu74 und Arg89, welche die einzigen geladenen Reste im Proteininneren sind und eine Salzbriicke bilden. Auch die
Reste Met77, Leu78 und Ala81 sind stark konserviert und bilden {iber ihre Peptidbindungen Wasserstoffbriicken, die

essentiell fiir die Ausbildung von a-Helix F sein dirften.

In dem chemisch quervernetzten Komplex von AdxR und Adx wurden aullerdem D39 und D41 als
Interaktionsstellen von Adx mit AdxR vorgeschlagen (Muller et al, 2001a). Im Alignment (Abb. 4.8) ist
zu erkennen, dass die negative Ladung an Position 39 in den meisten, aber nicht allen, betrachteten
Ferredoxinen konserviert ist. Im Gegensatz dazu ist der negative Charakter von Rest 41 streng
konserviert, wobei interessanterweise ein Aspartatrest an dieser Stelle immer mit zwei zusatzlichen
Aminosauren vor dem ersten koordinierenden Cystein korreliert. Die starke Konservierung dieser
Aminosauren zeigt, dass alle Reste spezielle Positionen in der Struktur einnehmen, welche nicht
gedndert werden kénnen. Aullerdem unterstreicht dieses Ergebnis, dass die Bindungsstelle mit der
entsprechenden FdxR in den verschiedenen Klassen von MB-Typ Ferredoxinen gleich zu sein scheint,
was zu der Beobachtung passt, dass hohere Eukaryoten wie der Mensch nur eine FdxR besitzen

(Ziegler et al, 1999), die sowohl Fdx1 als auch Fdx2 reduzieren kann (Sheftel et al, 2010). Streng
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konservierte Reste in allen MB-Typ Fdx spiegeln somit einerseits strukturelle Erfordernisse des
Proteins wider und kennzeichnen andererseits auch deutlich die primare Interaktionsstelle mit der
Ferredoxinoxidoreduktase.

Die Zuordnung zu den Ferredoxin-Untergruppen in Abb. 4.8 wurde vorgenommen aufgrund von
Gemeinsamkeiten in Bereichen, die nicht in allen Fdx konserviert waren. Die Gruppe vom Fdx1-Typ
hat zum einen die beiden zusatzlichen Reste F43-G44 gemeinsam. Zum anderen weist bei ihnen
a-Helix C (Reste 28 - 34) ein konserviertes Muster bestehend aus aliphatischen Aminos&uren (Leucin,
Isoleucin, Valin) auf, die einen negativen Rest an Position 31 umrahmen. AuBerdem charakteristisch
ist B-Strang D, der immer aus dem Tripeptid LIF besteht. Die Untergruppe von Fdx2-Typ Ferredoxinen
unterscheidet sich von allen anderen vor allem durch den hochkonservierten C-Terminus, was bereits
2002 von Seeber beschrieben worden ist (Seeber, 2002). Im Unterschied zur Fdx1-Typ Gruppe hat
a-Helix C in der Fdx2-Gruppe einen hydrophileren Charakter mit einem Histidin an Stelle des
negativen Restes. Aullerdem fehlen in der Fdx2-Typ Gruppe die beiden Reste F43-G44.
Bemerkenswerterweise sind sowohl die Insertion von F43-G44 als auch Orientierung von a-Helix C
die beiden Punkte, in denen sich Fdx1l und Fdx2 strukturell unterscheiden. In einigen hoheren
Eukaryoten, hauptsachlich Pflanzen, gibt es kein Fdx1-Typ Fdx, sondern nur ein oder mehrere Fdx2-
Typ Ferredoxine. In Pilzen wiederum wurde nur jeweils ein einziges Ferredoxin gefunden. Diese
Pilz-Typ Ferredoxine weisen keine der Charakteristika der anderen beiden Untergruppen auf, ihnen
fehlen sowohl der charakteristische C-Terminus von Fdx2-Typ Ferredoxinen als auch das Dipeptid vor
a-Helix C von Fdx1-Typ Ferredoxinen. Aufgrund dieser strukturellen Unterschiede wurden Pilz-Typ
Ferredoxine als weitere, dritte Untergruppe betrachtet. Charakteristisch fiir Pilz-Typ Fdx ist das
Tripeptid TRN in Position 111 bis 113, welches auch in Fdx2-Typ Fdx vorkommt.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass MB-Typ Ferredoxine aus Eukaryoten trotz Ahnlichkeit in
vielen Sequenzbereichen sich bei genauer Betrachtung der 3D-Strukturen und des Multi-Sequenz-
alignments in drei strukturelle Untergruppen einteilen lassen. Dieses Resultat passt gut zu den drei
funktionellen Gruppen, die in Kapitel 4.2.1 durch die Phanotypen von Yah1, Fdx1 und Fdx2 definiert

wurden.

4.2.3. Der Oligomerisierungszustand von Fdxl, Fdx2 und Yahl kann die funktionellen

Unterschiede nicht erklaren

Die Veroffentlichung der Struktur des Volllangen Rinder-Adx hat zur Vermutung gefiihrt, dass Adx
und demzufolge auch das Homologe Fdx1 aus Mensch (87 % identisch, 94 % ahnlich) als funktionales
Dimer operiert (Pikuleva et al, 2000). Strukturelle Anderungen in Adx nach Reduktion wurden
hauptsachlich im C-Terminus beschrieben (Beilke et al, 2002), wahrend in humanem Fdx1 zusétzlich
deutliche Anderungen in a-Helix C beobachtet wurden (Xia et al, 1998). Beilke und Kollegen haben

basierend auf diesen Ergebnissen einen neuen Elektronentransfermechanismus von NADPH Uber



Ergebnisse 83

AdxR und Adx zu Cytochrom P450 Enzymen vorgeschlagen, der die Dissoziation von dimerem Adx in

Folge von Reduktion beinhaltet (Beilke et al, 2002). In Abb. 4.11 ist dieser Mechanismus beschrieben:

Abbildung 4.11: Schematische Beschreibung des modifizierten ,Pendelmechanismus” nach Beilke und Kollegen. Beginn
oben links: Dimeres Adx bindet an Adrenodoxinoxidoreduktase (AdR); NADPH bindet an AdR; Reduktion von AdR;
Ubertragung eines Elektrons auf das erste Adx-Protomer; interner Transfer des Elektrons auf das zweite Adx-Protomer;
Dissoziation des Adx-Dimers in Folge einer Konformationsianderung; Ubertragung des zweiten Elektrons auf das verbliebene
Adx-Protomer; beide reduzierte, monomere Adx-Molekiile tibertragen ein Elektron auf das Cytochrom P450 Enzym (CYP);

oxidiertes Adx bildet wieder Dimere und der Zyklus kann von vorne beginnen. Entnommen aus (Ewen et al, 2011).

Der diskutierte Mechanismus erfordert die Ausbildung von Ferredoxindimeren im oxidierten
Zustand, den internen Elektronentransfer im Ferredoxindimer sowie die, womoglich vom C-Terminus
abhangige, Dissoziation in monomeres Ferredoxin nach Reduktion. Um zu lberpriifen, ob sich die
Funktionsspezifitdit von Fdx1 und Fdx2 auf einen dieser Punkte zuriickfiihren ldasst, wurde eine
Analyse der verfligbaren Strukturen mitochondrialer Ferredoxine vorgenommen. Verwendet wurden
die Strukturen von humanem Fdx1 (3PWE), Rinder Adx (1AYF und 1CJE), humanem Fdx2 (2Y5C) sowie
von der Ferredoxindomane Etplfd (1WLB) aus S. pombe als reprasentative Vertreter der drei Gruppen
von eukaryotischen MB-Typ Ferredoxinen.

Als erstes wurden die Strukturen hinsichtlich moglicher Dimerisierung untersucht. Dazu wurde der
,Protein interfaces, surfaces and assemblies service PISA at European Bioinformatics Institute”
(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html) verwendet (Krissinel & Henrick, 2007). Das
Programm berechnet die Oberflache jedes Monomers in der Struktur, indem es eine virtuelle,
spharische Sonde Uiber die Oberfliche bewegt. Mogliche Oligomere in der Struktur werden mit Hilfe

der asymmetrischen Einheitszelle sowie den Symmetrieoperationen berechnet und deren Oberflache
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wie zuvor bestimmt. Der Unterschied zwischen der Summe der Oberflachen der Monomere und der
Oberflache des Oligomers stellt die Interaktionsflache dar. Gleichzeitig untersucht das Programm die
Oligomere auf Wasserstoff-, Salz- und Disulfidbriicken und berechnet die Grofie A'G, welche den
Gewinn an freier Enthalpie in Folge des Kontakts darstellt. PISA entscheidet aufgrund des Wertes von
AN'G, ob ein Oligomer stabil ist oder nicht. Die Analyse von Proteinstrukturen bekannter
Proteinkomplexe hat ergeben, dass zwei Proteine typischerweise eine Mindestflache von 1200 bis
1400 A% und bis zu 4660 A” bedeckt (Lo Conte et al, 1999). Wihrend die Minimalfliche zwischen
Dimeren in dem gleichen Bereich gefunden wurde, betragt die Gesamtflache in Folge eines
Kristallkontakts ungefahr 600 A% (Janin, 1995). Es wird angenommen, dass die Interaktionsfliche in
Elektronentransferkomplexen wegen ihrer Kurzlebigkeit kleiner als 1200 A* sein kann (Gray &
Winkler, 2010). Zum Beispiel bedeckt der Komplex von Cytochrom ¢ und Cytochrom c Peroxidase
(Pelletier & Kraut, 1992) laut PISA eine Oberfliche von 1080 A% Andererseits betrigt die
Interaktionsflache im Komplex von Adx und AdxR (Muller et al, 2001b) 2200 A?, wobei allerdings
bedacht werden muss, dass dieser Komplex durch eine kovalente Bindung stabilisiert wird.

Da der von Beilke und Kollegen vorgeschlagene Mechanismus den internen Elektronentransfer
innerhalb des Ferredoxindimers erfordert, wurde als zweites der Abstand von Fe/S-Cluster zu Fe/S-
Cluster ausgemessen (Abstand Ecke zu Ecke). Die Untersuchung von Redoxzentren kristallisierter
Elektronentransferproteine ergab, dass das Tunneln von Elektronen durch Proteine auf Abstande
kleiner 14 A beschrankt zu sein scheint (Page et al, 1999). Eine theoretische Arbeit hingegen
betrachtete den Elektronentransfer zwischen Cytochrom ¢, und dem Reaktionszentrum
photosynthetischer Bakterien in dem sogenannten ,encounter complex”. Dies ist ein kurzlebiger,
hypothetischer Komplex, von dem angenommen wird, dass er der eigentliche Elektronentransfer-
Komplex sein konnte. Es konnte gezeigt werden, dass die Elektronentransferrate zwischen den
beiden Proteinen im , encounter complex“ bei einem Abstand von 21 A nur um den Faktor 100 kleiner
ist als in der Kokristallstruktur, wo der Abstand der Redoxzentren geringer als 14 A war (Miyashita et
al, 2005). Es wird in Folge dessen angenommen, dass der maximale Abstand zweier Redoxzentren fir
physiologisch relevante Einschrittelektronentunnelprozesse in biologischen Systemen nicht gréRer
als 20 A sein kann (Gray & Winkler, 2010).

Als drittes wurde getestet, ob ein Andocken des Dimers an AdxR umsetzbar ist. Hierzu wurde von der
Adx-AdxR Komplexstruktur ausgegangen und jedes Dimer mit dem Adx der Komplexstruktur
Uibereinandergelegt. Ein Andocken war méglich, falls diese Uberlagerung ohne sterische Kollision des
Dimers mit AdxR erreicht werden konnte. Trat ein sterischer Konflikt auf, war kein Andocken des
Dimers an AdxR realisierbar.

Eine Ubersicht der erhaltenen Ergebnisse der drei Analysen findet sich in Tabelle 4.2:
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Monomer Kontakt / Dimerisierung
Ober- " i Distanz  Andocken . .
Pdb . Struktur Kontaktflache pro A'G Symmetrisch Stabil
code one Reste flache, 3, M. (Symmetrieop.) Monomer (A?) (kcal/ mol) Nus Nss Fe/SFe/S an AdxR (C2) (nach PISA)
(A?) v P- (A) méglich 2
A 103 56796 1 B, B (-x-1,-y,2) 3754 0,3 2 0 32,4 ja ja nein
B 104  5764,1 2 B, A (x,y,2) 361,7 75 2 0 10,4 nein ja nein
1AYF  FeS 4 233,7 3 B, A (x-1/2,-y-1/2,2) 302,5 1,2 7 0 29,7 ja nein nein
4 A, B (x,y,z-1) 252,0 2,3 4 1 47,6 ja ja nein
E = 5 FeS, A (B) 120,8 -16,2 1 0 - - ja
-]
s
3 A 106 58954 1 A, B (xy,2) 515,8 0,2 9 7 37,1 ja ja nein
B 107  5916,0 2 C,D(xy,2) 492,7 0,7 7 5 37,9 ja ja nein
1CIE c 106 58748 3 C A (x-1y,2) 351,9 81 3 0 10,6 nein ja nein
D 107 6003,4 4 B, C (x,y-1/2,-2+1) 221,7 -1,3 4 1 24,8 ja nein nein
FeS 4 237,2 5 FeS, A (B,C,D) 123,7 -16,7 1 0 - - ja
A 126 82858 1 H, B (xy,2) 1275,4 -15,6 17 0 10,3 nein ja ja
B 126 8103,1 2 E, D (xy,2) 1265,5 -18,3 18 0 10,2 nein ja ja
[e 127 8296,3 3 G, A(xy,2) 1146,4 -16,2 13 0 10,2 nein ja ja
& D 127  8259,3 4 F, C (%y,2) 1139,9 -16,2 13 0 10,3 nein ja ja
£y
E hd 3P1M E 127 8149,7 5 FeS, A (B,C,D,E,F,G,H) 119,8 -16,6 1 0 - - ja
2
F 128 8208,0
G 128 8322,4
H 128 8334,1
FeS 127 234,6
A 107 5615,3 1 A, B (x,y-1/2,-2+2) 290,4 -3,8 2 0 28,1 nein ja nein
@ B, B (-x+1,y-1/2,-2+2 ) ) )
g g B 107 550651 2 (x+Ly-1/2,-242) 285,3 1) 3 4 39,8 ja nein nein
s /A A (xy-1/2,-241)
g3 ac
2 FeS 4 235,8 3 B, A (x,y,2) 287,8 0,9 7 3 30,2 nein nein nein
a4 FeS, A (B) 124,6 -16,7 1 0 = E ja
A 95 5817, 1 B, A (xy,2) 598,5 X Vi x 24,7 nein nein nein
=
2 B 94  5807,8 2 A, A (x-y,y,-2+1/3) 392,0 0,7 6 0 35,8 ja ja nein
g
w
X 2wB Fes 4 235,1 3 B, ATy, 387,7 37 6 1 36,3 ja nein nein
E -2+2/3)
o
‘} 4 A, B (-y-1,x-y,z-1/3) 259,6 -2,3 7 2 36,4 nein nein nein
(%)
5 FeS, A (B) 124,8 -16,9 1 0 - - - ja

Tabelle 4.2: Die Untersuchung der Kristallstrukturen von Adx, Fdx1, Fdx2 und Etp1fd hinsichtlich méglicher funktioneller
Oligomerisierung zeigt keine auffilligen Unterschiede. Nach PISA (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html)
aufgelistet sind die Monomere jeder Struktur mit den [2Fe-2S] Clustern gemittelt als ,,FeS“ sowie mogliche Dimere sortiert
nach der GroRe der Interaktionsfliche pro Monomer. Fiir die Dimerisierung unberticksichtigt bleibt der Einbau der Fe/S-
Cluster, da diese vollstdandig im Proteininneren liegen und nicht zur Oligomerisierung beitragen - die Kontaktflache je
Monomer entspricht daher bei FeS, X immer 50 % der FeS Oberflache. A'G: Gewinn an freier Enthalpie in Folge des
Kontakts. Nyg: Anzahl Wasserstoffbriicken des Kontakts. Ngg: Anzahl Salzbriicken des Kontakts. Die Distanz Fe/S-Fe/S ist der
Ecke zu Ecke Abstand der beiden Fe/S-Cluster eines Dimers. AuBerdem ist angegeben, ob ein Andocken des Dimers an AdxR
moglich ist, wozu das Dimer mit der bekannten Adx-AdxR Komplexstruktur tiberlagert wurde. Weiterhin ist angegeben, ob

das Dimer C, symmetrisch ist und ob es als stabil von PISA vorausgesagt wird.

In der Struktur von C-terminal verkiirztem Rinder Adx (1AYF) werden nur zwei Dimere gefunden,
deren Gesamtkontaktfliche Giber dem Wert eines typischen Kristallkontaktes (600 A?) liegt. Das eine

Dimer ist nicht kompatibel mit internem Elektronentransfer, das zweite kann nicht an die AdxR
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andocken. Die Analyse der Volllangen Adx Struktur (1CJE) lieferte die von Pikuleva und Kollegen
(Pikuleva et al, 2000) beschriebenen Adx-Dimere zwischen den Molekilen A und B sowie C und D.
Beide Dimere weisen eine Kontaktfliche von insgesamt ~ 1000 A? auf, sind kompatibel mit einem
Andocken an AdxR und haben einen groRen Abstand der Fe/S-Cluster von 37 A. Aus letzterem Grund
scheint die Annahme, dass diese Dimere eine physiologisch relevante Spezies darstellen
unwahrscheinlich: Der Transfer eines Elektrons innerhalb des Dimers von einem Adx-Molekil zum
anderen wirde ein Zwei-Schritt-Elektronentunnelprozess liber ein weiteres Redoxzentrum, zum
Beispiel eine aromatische Aminosaure, erfordern. Ein solches zweites Redoxzentrum ist noch fiir kein
[2Fe-2S] Ferredoxin beschrieben worden. Das dritte Dimer, das bei der Analyse von 1CJE mit PISA
gefunden wurde, entspricht interessanterweise einem auch bei der 1AYF Struktur identifizierten
Dimer, das allerdings nicht mit einem Andocken an die AdxR kompatibel ist. Die vor kurzem in der
PDB-Datenbank hinterlegte Struktur von humanen Fdx1 (3P1M) mit komplettem C-Terminus sowie
sieben zusatzlichen Aminosauren eines Expressions-Tags zeigt eine recht ungewoéhnliche Anordnung

der Fdx1 Monomere, die vermutlich ohne physiologische Relevanz ist (Abb. 4.12).

Abbildung 4.12: Ungewohnliche Anordnung von humanem Fdx1 in der Struktur 3P1M. Dargestellt sind die acht Molekiile
in der asymmetrischen Einheitszelle in der Struktur von humanem Fdx1 (3P1M). Alle Molekdile sind in verschiedenen Farben

dargestellt.

Die 20 Aminosauren lange C-terminale Verlangerung zeigt vom Kernprotein weg und interagiert mit
bis zu 5 weiteren Fdx1 Monomeren. Aus diesem Grund wird angenommen, dass die Anordnung auf
ein Kristallisationsartefakt zurtickzufiihren ist und nicht von physiologischer Relevanz ist, obwohl PISA
die Anordnung als stabil voraussagt und sich Interaktionsflachen von tiber 2300 A* ergeben. In der
Struktur von Fdx2 (2Y5C) wurden nur Interaktionsflichen in der GroRenordnung von
Kristallkontakten gefunden. Folglich beobachtet man keine Dimerisierung im Kristall. Die
Kristallstruktur der C-terminal verkiirzten Ferredoxindomane Etplfd aus S. pombe (1WLB) beinhaltet

ein asymmetrisches Dimer mit 1200 A? Kontaktflache. Dieses hypothetische Dimer kénnte also stabil
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sein, ist aber weder mit einem Andocken an die Ferredoxinoxidoreduktase noch mit einem internen
Elektronentransfer kompatibel (Abstand der Fe/S-Cluster 24 A). Weitere mogliche Etp1™ Dimere

weisen einen noch gréReren Abstand der Redoxzentren auf. Die wichtigsten hypothetischen Dimere

der analysierten Strukturen sind in Abb. 4.13 dargestellt.

Kontakt Nr. 1 Kontakt Nr. 2 Kontakt Nr. 3 (= 1AYF Kontakt Nr. 2)
(= Kontakt Nr. 1)

Fdx1
(3P1Mm)

Fdx2
(2Y5C)

Etp1f
(2WLB)

Kontakt Nr. 1 Kontakt Nr. 2 Kontakt Nr. 3

Abbildung 4.13: Hypothetische Dimere der Strukturen von Adx (1AYF, 1CJE), Fdx1 (3P1M), Fdx2 (2Y5C) und Etp1™ (3WLB).
Dargestellt sind die Dimere berechnet mit PISA entsprechend der Nummerierung in Tabelle 4.2, der Abstand zwischen den
Fe/S-Clustern der beiden Protomere ist eingezeichnet. Keines der Dimere lasst sich gleichzeitig mit allen drei Kriterien
Stabilitat (Kontaktfliche >1200 A%), interner Elektronentransfer (Abstand der Fe/S-Cluster < 20 A) und Andocken an die

Ferredoxinoxidoreduktase vereinbaren.
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Aus der Analyse der Kristallstrukturen konnte weder das vorgeschlagene Modell bekraftigt noch ein
Uberzeugender Unterschied zwischen Fdx1 (Adx), Fdx2 und dem Hefe Ferredoxin Etplfd festgestellt
werden.

Zur experimentellen Uberpriifung wurde der Oligomerisierungszustand der gereinigten Proteine
Fdx1l, Fdx2 und Yahl in Losung mittels GroéRenausschlusschromatographie (SEC) Uberprift
(Abb. 4.14). Alle drei Proteine sind Dimere in Losung im oxidierten Zustand. Auch die C-terminal
verkirzten Proteine Fdx1 -C12 und Fdx2 -C12 sind Dimere, der C-Terminus von Fdx1 und Fdx2 hat
also keinen Einfluss auf die Oligomerisierung (Abb. 4.14A). Ebenso verhalten sich die Hisg-getaggten
Proteine HisFdx1 und HisFdx2 sowie nicht-getaggtes Yahl als Dimere sowohl unter oxidierenden
Bedingungen als auch unter reduzierenden Bedingungen in Gegenwart von 10 mM Natriumdithionit

(Abb. 4.14B,C).
A C
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Abbildung 4.14 (Seite 88): Die GroBenausschlusschromatographie (SEC) liefert keine Unterschiede im
Oligomerisierungszustand von Fdx1, Fdx2 und Yahl. GroRBenausschlusschromatographie (SEC) mit jeweils 100 pL Protein
mit 400 uM Konzentration und der SEC-Sdule Superdex 200 10/ 300 GL. (A) SEC der Volllangenproteine Fdx1 und Fdx2
sowie der C-terminal um 12 Aminosduren verkiirzten Varianten Fdx1 -C12 und Fdx2 -C12 in Puffer (10 mM Tris pH 7,5,
100 mM Nacl, 1,5 mM MgCl,). Oben jeweils die Chromatogramme der Elution bei 420 nm und unten Auftragung von In(M)
gegen V. der Kalibrationswerte mit eingezeichneten Elutionsvolumen der getesteten Proteine. (B) Analog zu (A) SEC der
N-terminal Hisg-getaggten Volllangenproteine von Fdx1 (HisFdx1) und Fdx2 (HisFdx2) sowie nicht-getaggtes Yahl unter
reduzierenden (red.) und oxidierenden (ox.) Bedingungen. Oxidierende Bedingungen sind gleich denen in (A), reduzierende
Bedingungen wurden erreicht durch 10 mM Natriumdithionit. Der Natriumdithionit-haltige Puffer wurde in einer
Anaerobenkammer entgast und unter anaeroben Bedingungen vor jedem Lauf frisch angesetzt. Unmittelbar vor Beginn
eines Laufes wurde der Puffer in einem hohen, schmalen Standzylinder aus der Anaerobenkammer ausgeschleust und fir
einen Lauf verwendet. Die reduzierenden Bedingungen wurden lberprift, indem die Eluatfraktionen auf ihre Fahigkeit zur
Reduktion von Paraquat getestet wurden. Die Reduktion der Ferredoxine ist ebenfalls an der typischen Abnahme der
Absorption bei 420 nm zu erkennen. (C) Werte der Kalibration der SEC-Siule sowie Ubersicht der experimentell bestimmten
Molekulargewichte (Me,,) der getesteten Proteine im Vergleich zu den erwarteten Molekulargewichten (Mie,) von

monomeren Proteinen.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass die funktionalen Differenzen zwischen den drei MB-Typ
Ferredoxin Untergruppen weder durch erkennbare Unterschiede der entsprechenden
Kristallstrukturen noch durch Anderungen des Oligomerisierungszustandes in Lésung zu erklaren
sind. Ferner ist festzustellen, dass das von Beilke und Kollegen vorgeschlagene Modell der
Dissoziation in monomeres Ferredoxin nach Reduktion und internem Elektronentransfer nicht

erhartet werden konnte.

4.2.4. Analyse der fiir die Spezifitdt wichtigen Regionen von humanem Fdx2

Die Unterschiede in der Funktionsspezifitdit zwischen Fdxl und Fdx2 mussen in der zu 41 %
identischen Primarstruktur kodiert sein. Da wie in Kapitel 4.2.2. beschrieben die Interaktion zu FdxR
zwischen Fdx1 und Fdx2 gleich ist, rihrt der funktionelle Unterschied wahrscheinlich von der
Spezifitat fir ganz bestimmte Interaktionspartner her. Zunachst sollten durch Mutation des FDX2
Bereiche identifiziert werden, die fiir die Funktion des kodierten Proteins von Bedeutung sind. Dazu
wurden in eine Plasmidversion des FDX2 Gens Mutationen eingeflihrt und diese mit dem aus
Kapitel 4.2.1. bekannten Gal-YAH1 Komplementationsexperiment auf Funktionalitdt getestet. Die
Expression von FDX2 ohne Mutation erlaubte Wachstum auf SD-Platten, wohingegen Gal-YAH1
Zellen, die mit einem Plasmid ohne Gen transformiert sind, nicht auf SD-Medium wachsen kdnnen
(Abb. 4.16). Die prozessierte, mitochondriale Form von Fdx2 weist neun zusatzliche Aminosduren im
Vergleich zu Fdx1 auf (Claros & Vincens, 1996; Pagliarini et al, 2008). Um zu testen, ob dieser Bereich
kritisch flr die Fdx2-Funktion ist, wurden die ersten 13 Aminosauren von Fdx2 molekularbiologisch
entfernt, so dass das reife Protein mit dem Rest D5 begann. Diese Verkiirzung des N-Terminus

(Fdx2 -N13) hatte keinen Einfluss auf die Funktion, der Unterschied zu Fdx1 liegt also nicht in diesen
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zusatzlichen Aminosauren begriindet. Im Gegensatz dazu flihrte die C-terminale Verkiirzung von Fdx2
um 12 Aminosduren (Fdx2 -C12), wie fiir die Kristallisationsstudie durchgefiihrt, zu einem kompletten
Verlust der Fdx2-Funktion. Dieses Resultat passt gut zum hoch konservierten C-Terminus in der
Untergruppe von Fdx2-Typ Ferredoxinen (Abb. 4.8). Fdx2 -C12 Protein wurde in den Mitochondrien
der Hefezellen durch Immunfarbung nachgewiesen, so dass der Funktionsverlust in vivo nicht durch

Degradation des Proteins erklart werden kann (Abb. 4.15).

Fdx2 Fdx2 Abbildung 4.15: Nachweis von C-terminal verkiirztem Fdx2 (Fdx2 -C12) in

-C12 26 kba Hefemitochondrien. Mitochondrien wurden aus Hefezellen isoliert, die nicht

— mutiertes Fdx2 (Fdx2) oder C-terminal um 12 Aminosauren verkiirztes Fdx2
a-Fdx2 _- (Fdx2 -C12) exprimierten. Die Proteine in 30 pg Mitochondrien wurden durch

SDS-PAGE voneinander getrennt und nach Western-Blot wurde Fdx2-Protein mit

pe—= 17 kDa

einem spezifischen Antikdrper nachgewiesen.

Als nachstes wurden systematisch interne Fdx2-Sequenzbereiche gegen entsprechende Fdx1-
Sequenzen ausgetauscht. Es wurde von der Annahme ausgegangen, dass ein solcher Austausch zu
einem Funktionsverlust fihrt, wenn die entsprechende Fdx2-Sequenz wichtig fir die spezifische
Funktion ist. Hingegen sollten Sequenzbereiche, die fiir allgemeinere Funktionen wie zum Beispiel
strukturelle Integritit des Proteins oder Stabilisierung des Fe/S-Clusters wichtig sind, zwischen
beiden Ferredoxinen austauschbar sein, ohne zu Funktionsverlust zu flihren. Dieser Ansatz sollte im
Gegensatz zur Einfihrung ,willkirlicher” Mutationen (zum Beispiel zu Alanin) nur Bereiche anzeigen,
die fiir die spezifische Funktion wichtig sind. Eine Ubersicht tiber die mutierten Sequenzbereiche
(bezeichnet als M1 bis M10) liefert Tabelle 4.3. Zum Vergleich sind diese Segmente auch im Multi-

Sequenzalignment von MB-Typ Ferredoxinen dargestellt (Abb. 4.8).

Mutation-Name Geidnderte Reste® Sequenz Fdx1 Sequenz Fdx2
M1 17 -22 ETLTTK QRIPVS
M2 28 /29 SL NV
M3 31-36 DVVVEN HLAQRH
M4 40/ 41 ID LE
M5 43 /44 FG -
M6 48 / 49 GT AS
M7 57-59 LIF VYV
M8 68-71 DAIT PPPE
M9 82/83 YG PL
M10 85 - 87 TDR QEN

aNummerierung nach Rinder Adx

Tabelle 4.3: Ubersicht der mutierten Sequenzbereiche. Die Bezeichnung der Mutationen, die Position der geinderten
Reste sowie die nativen Sequenzen von Fdx1 beziehungsweise Fdx2 sind abgebildet. Eine Mutation wurde eingefiihrt indem

die Fdx2-Sequenz durch die entsprechende Fdx1-Sequenz ersetzt wurde.
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Die zehn Mutationen decken insgesamt 33 nicht-identische Aminosauren der 120 Fdx1 Reste ab, von
denen wiederum 43 identisch und 69 dhnlich zur Fdx2-Sequenz sind. Der Austausch von B-Strang B
(Fdx1 M1) zeigte ebenso wenig einen Effekt auf das Wachstum der Gal-YAH1 Zellen auf SD Medien

wie der Austausch mehrerer weiterer Regionen von Fdx2 (Abb. 4.16).

SD SGal
Fdx2 Fdx2 Konstrukt Mutationen (Position) Wachstumauf SD
) Fdx2 keine +++
Fdx2 M4 3 .
Fdx2 -C12 C—termm_ale [2e|et|on 12 _
Fdx2 M6 Aminosduren
N-terminale Deletion 13
Fdx2 M7 FaA2 13 Aminosduren A
Edx2 M5 Fdx2 M1 QRIPVS->ETLTTK (17-22) +H
Fdx2 M2 Fdx2 M2 NV->SL (28/29) +++
Fdx2 M9 Fdx2 M3 HLAQRH->DVVVEN (31-36) ++
Fdx2 Fdx2 M4 LE->ID (40/41) +
- Fdx2 M5 FG Insertion (43/44) +
Fdx2 M1
Fdx2 M6 AS->GT (48/49) +
Fdx2 M3
Fdx2 M7 VYV->LIF (57-59) =
Fdx2 M8
Fdx2 M8 PPPE->DAIT (68-71) et
Fdx2 M10 =
R e ; - Fdx2 M9a P->Y (82) 4+
Fdx2 Fdx2 M9 PL->YG (82/83) +++
Fdx2 -C12 Fdx2 M10 QEN->TDR (85-87) +E
+++ Wild-Typ Wachstum
Fdx2 M9a ++ Vermindertes Wachstum
+ Schlechtes Wachstum
Fdx2 -N13 — Kein Wachstum

Abbildung 4.16: Bestimmung von fiir die Funktion von Fdx2 wichtigen Resten. Gal-YAH1 Zellen wurden mit
entsprechendem Fdx2-Plasmid oder dem Plasmid p426-TDH3 ohne Insert (-) transformiert. Eine serielle Verdiinnung von
jeweils 1:5 mit einer ODgyonm von 0,5 als Anfangswert wurde von links nach rechts auf Agarplatten mit verschiedenen
Kohlenstoffquellen (SD - Glukose; SGal - Galaktose) aufgebracht und die Platten flr drei Tage bei 30 °C inkubiert. Da
Gal-YAH1 Zellen unter Yah1 Depletionsbedingungen (SD) funktionales humanes Fdx2 fiir das Wachstum benétigen, zeigt ein
Wachstumsdefekt auf SD-Medium wichtige Bereiche von Fdx2 an. Die Komplementation erfolgte mit verschiedenen Fdx2
Varianten, wie in der Tabelle rechts beschrieben. Der Wachstumsphdnotyp ist ebenfalls in der Tabelle rechts angegeben

Gestrichelte Linien trennen unabhangige Experimente.

Zumindest einige dieser ausgetauschten Regionen wiesen eine gewisse Konservierung innerhalb der
Fdx1-Typ-beziehungsweise Fdx2-Typ-Untergruppe auf, zum Beispiel die Mutanten Fdx2 M9 und Fdx2
M10. Die Region 80 - 84 um den in Fdx1-Typ Ferredoxinen konservierten aromatischen Rest 82
(Y oder F) zeigte eine strukturelle Anderung bei der Reduktion von Adx (Beilke et al, 2002). Aus
diesem Grund wurde vorgeschlagen, dass dieser Bereich an der Interaktion mit Redoxpartnern
beteiligt ist (Beilke et al, 2002). AuRerdem wurde beobachtet, dass die Mutationen Y82F, Y82L oder
Y82S in Adx die Bindung zu den Zielproteinen CYP11A1 und CYP11B1 in vitro beeinflussen ohne die

AdxR-Bindung zu beeinflussen (Beckert et al, 1994). Fiir die Funktion von Fdx2 hingegen scheint diese
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Region hingegen nicht relevant zu sein, da die Mutation ohne Effekte auf das Zellwachstum auf SD
Medium ist. Dies passt zu der Beobachtung, dass in humanem Fdx1l keine offensichtlichen
strukturellen Anderung nach Reduktion im entsprechenden Bereich auftreten (Xia et al, 1998). Rest
82 scheint daher auch in humanem Fdx1 nicht direkt involviert zu sein in der Vermittlung von
strukturellen Anderungen in Folge der Reduktion des Fe/S-Clusters.

Der starkste Wachstumsdefekt wurde bei der Einflihrung der streng konservierten Fdx1 Sequenz L57-
I58-F59 (Fdx2 M7) beobachtet, was zu einem kompletten Funktionsverlust flihrte. Um den Einfluss
dieser Mutation auf den Fe/S-Cluster zu analysieren, wurde Fdx2 M7 heterolog in E. coli hergestellt.
Die anschlieBende Reinigung des Proteins lieferte nur die Apoform, was zeigte, dass die
vorgenommene Mutation M7 den Fe/S-Cluster destabilisiert (Abb. 4.17). Das B-Strang D bildende
Tripeptid V57-Y58-V59 in Fdx2 ist also kritisch fiir die korrekte Faltung des Proteins und die richtige
Insertion des Fe/S-Clusters. Andere wichtige Stellen in Fdx2 befinden sich in der Region, wo Fdx1
zwei zuséatzliche Aminosduren (F43-G44) in der Primérstruktur aufweist. Der Einschub dieser zwei
Aminosduren in Fdx2 (Fdx2 M5) fiihrte zu reduziertem Wachstum und indizierte damit die
Beeintrachtigung der Fdx2 Funktion. Im UV/VIS-Spektrum des in E. coli hergestellten und gereinigten
Fdx2 M5 Proteins waren drastische Veranderungen im Bereich zwischen 310 nm und 360 nm zu
beobachten (Abb. 4.17). Trotzdem war der Fe/S-Cluster stabil in das Protein integriert und eine

Restfunktion blieb bestehen, die das beobachtete Wachstum erklart.
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cimg/mL) 15 bil 30 c(mg/mL) 7 5 3

IR ‘

Absorption (aU)

260 370 480 590 700
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Abbildung 4.17 (Seite 92): Charakterisierung gereinigter Fdx2 Proteine. Mittels Proteinbestimmung nach Bradford wurde
der molare Extinktionskoeffizient bei 414 nm fiir das nicht-getaggte Fdx2 Protein bestimmt. Der erhaltene Wert €;14nm =
9700 M 'em? passt gut zu dem aus der Literatur bekannten Wert fiir Adrenodoxin (€414nm = 9800 Mt em™; (Kimura & Suzuki,
1967)). Die UV/VIS-Spektren von jeweils 62 uM Protein wurden im Bereich 260 nm - 700 nm aufgenommen und der
besseren Ubersicht wegen entlang der Absorptionsachse um 0,1 verschoben. Fotographien der gereinigten Proteine mit
den angegebenen Konzentrationen sind abgebildet. Jeweils 5 pg Protein wurden auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragen und mit
Coomassie gefarbt. HisFdx2: Hisg-getaggtes Fdx2; Fdx2: nicht-getaggtes Fdx2; Fdx2 -C12: Fdx2 ohne die 12 C-terminalen

Aminosduren; die restlichen Proteine waren nicht-getaggt mit den Mutationen M5 und M7 wie in Abb. 4.16 beschrieben.

Ein ahnliches Ergebnis wurde erhalten, wenn die vermutete, sekundare Interaktionsstelle mit der
FdxR in Fdx2 (siehe Kapitel 4.2.2) mutiert wurde. Wie zuvor beschrieben ist der negative Charakter
von Aminosaure 41 streng konserviert. Es wurde daher erwartet, dass der Austausch eines Restes,
der fir eine gemeinsame Funktion wie die Interaktion mit der FdxR wichtig ist, zu keinem
Wachstumsdefekt fuhrt. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass der Austausch L401/E41D
(Fdx2 M4) zu einer starken Beeintrachtigung der Fdx2 Funktion fiihrte. Wie bereits aus dem Multi-
Sequenzalignment (Abb. 4.8) vermutet, erfordert Fdx2 ein Glutamat an Position 41. Ein Aspartat an
dieser Stelle kommt nur in Ferredoxinen vom Fdx1-Typ mit dem zusatzlichen FG Dipeptid vor.

Die Fdx2 Mutante Fdx2 M6 ist in der Schlaufe mutiert, der den Fe/S-Cluster bedeckt. Diese Schlaufe
ist in MB-Typ Ferredoxinen eine Aminosaure langer als in Pflanzen-Typ Ferredoxinen und es wurde
gezeigt, dass eine Verkirzung der Schlaufe um eine Aminosaure in Adx das Redoxpotential um
100 mV erniedrigt. Gleichzeitig wird die Stabilitat des Proteins beeintrachtigt sowie die Affinitat zur
Ferredoxinoxidoreduktase und dem Cytochrom P450 Enzym CYP11A1 stark vermindert (Hannemann
et al, 2001). Eine Punktmutation im Adx Rest T49 hingegen hatte keinen Effekt auf das
Redoxpotential und beeinflusste die katalytische Aktivitat in vitro nur leicht. Der auf den ersten Blick
unscheinbare Austausch von A48-S49 gegen die Fdx1l Sequenz G48-T49 (Fdx2 M6) in der
beschriebenen Schlaufe hatte einen starken Wachstumsdefekt im Komplementationstest zur Folge
(Abb. 4.16). Diese Uberraschend starke Beeinflussung der in vivo Funktion von Fdx2 kann wegen der
groRen Ahnlichkeit der mutierten Reste nur schwer auf die Anderung einer Interaktions-
Bindungsstelle zurlickgefiihrt werden. Interessanterweise bilden A48 in Fdx2 und G48 in Fdx1 eine
Wasserstoffbriicke zum S2 Atom des Fe/S-Clusters (Abb. 4.18). Da das Redoxpotential wahrscheinlich
nicht verandert ist, wird spekuliert, dass die Mutation moglicherweise einen Einfluss auf den
Elektronentransferweg in Fdx2 haben kdnnte.

SchlieBlich wurde auch fiir den Austausch der gekippten a-Helix C (siehe Abb. 4.6) ein vermindertes
Wachstum beobachtet. Diese Helix ist in Fdx2 positiv geladen (ein Arginin, zwei Histidin), wahrend sie
in Fdx1 zwei negative Ladungen (Aspartat und Glutamat) tragt. Der Wachstumseffekt ist milder als
fiir die zuvor beschriebenen Fdx2 Mutanten (Abb. 4.16). Daher wird vermutet, dass diese Mutation

moglicherweise eine Wechselwirkung mit dem Zielprotein von Fdx2 beeinflusst, da kein solch
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drastischer Effekt beobachtet wurde wie bei der Anderung der unmittelbaren Fe/S-Cluster

Umgebung.

Abbildung 4.18: Rest 48 bildet eine Wasserstoffbriicke zum Fe/S-Cluster. Blick auf den Fe/S-Cluster von humanem Fdx2
(gruin, links) und humanem Fdx1 (grau, rechts) mit der Wasserstoffbriicke zwischen Atom S2 des Fe/S-Clusters und dem
Amidstickstoffatom von A48 (Fdx2)/ G48 (Fdx1) als gestrichelte Linie. Die Reste 47 bis 49 sind in der ,sticks” Darstellung
abgebildet.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass alle fiir die Fdx2 Funktion wichtigen Regionen in der
Kerndomane lokalisiert sind. Der kritischste Bereich von Fdx2 ist der hochkonservierte C-Terminus,
der absolut essentiell fiir die in vivo Funktion des Proteins ist. Einige wichtige Regionen spiegeln die
strukturellen Unterschiede zwischen Fdx1 und Fdx2 wieder (FG Dipeptid, a-Helix C), wahrend andere

nicht aus der Analyse der Primarstruktur vorhergesagt worden waren (Fdx2 M4, Fdx2 M6).

4.2.5. Einige der fiir die Fdx2 Funktion wichtigen Sequenzbereiche sind bedeutend fiir die

Funktion von Yah1 unter respiratorischen Bedingungen

Fdx2 konnte die Depletion von Yahl in Gal-YAH1 Zellen unter fermentativen Bedingungen
komplementieren (Kapitel 4.2.2). Um herauszufinden, ob die fiir die Fdx2 Funktion kritischen
Bereiche auch fiir die Funktion von Yahl in vivo wichtig sind, wurden die Mutationen mit dem
starksten Effekt auf die Fdx2 Funktion auch in Yah1l eingefiihrt. Mit Hilfe des zuvor beschriebenen
Komplementationstests wurde der Einfluss auf die Yahl Funktion unter fermentativen (SD) und
respiratorischen Bedingungen (SGly) gepruft (Abb. 4.19).

Der Austausch des B-Strang D bildenden Tripeptids V57-158-V59 in Yahl sowohl gegen die
entsprechende Fdx1-Sequenz (Yahl M7-1) als auch die Fdx2-Sequenz (Yahl M7-2) hatte keinen
Einfluss auf die Yahl Funktion. Die Verkirzung des C-Terminus um zehn Aminosauren bis zu Rest
M110 (Yah1-C10) und damit die Deletion des konservierten TRN-Motivs in Yahl hatte ebenfalls
keinen Einfluss auf die Komplementation unter fermentativen Bedingungen, flihrte aber zu einem

vermindertem Wachstum unter respiratorischen Bedingungen. Das gleiche Phanomen wurde
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beobachtet bei der Insertion des Dipeptids F43-G44 in Yahl (Yahl MS5). Die Kombination beider
Mutationen fiihrte zu stark vermindertem Wachstum unter respiratorischen Bedingungen, hatte
aber keinen Einfluss auf das Wachstum unter fermentativen Bedingungen.

Insgesamt wurde festgestellt, dass sich die funktionalen Determinanten zwischen Fdx2 und Yahl
trotz hoher Homologie der Proteine (46 % ldentitit, 67 % Ahnlichkeit) deutlich voneinander
unterschieden. Die Verkiirzung des C-Terminus und der Einschub der des F43-G44 Dipeptids fiihrte zu
schlechterem Wachstum unter respiratorischen Bedingungen, wahrend das fermentative Wachstum

unbeeinflusst blieb.

SsD SGal SGly

Yah1l M5

Yahl

Yah1-C10

vahims-clof B ' @ H &

Yah1 Konstrukt Mutationen (Position) Wachstum auf SD Wachstum auf SGly
Yahl keine +++ +++
L T VIV->LIF (57-59); s "
Fdx1 Sequenz
Yahl M7-2 bl gdid ke +++ +++

Fdx2 Sequenz

vah1 -C10 C-termm.ale l?eletlon 10 e "
Aminosauren

Yah1l M5 FG Insertion (43/44) +++ ++

FG Insertion (43/44) +
Yahl M5 -C10 C-terminale Deletion 10 +++ +
Aminosauren

+++ Wild-Typ Wachstum

++ Vermindertes Wachstum
+ Schlechtes Wachstum

— Kein Wachstum

Abbildung 4.19: Bestimmung von fiir die respiratorische Funktion von Yahl wichtigen Resten. Gal-YAH1 Zellen wurden
mit entsprechendem Yah1-Plasmid wie in der Tabelle unten beschrieben oder dem Plasmid p426-TDH3 ohne Insert (-)
transformiert. Die Durchfiihrung erfolgte analog Abb. 4.7, die gestrichelte Linie trennt zwei unabhéngige Experimente.

Getestet wurde das Wachstum unter fermentativen Bedingungen (SD) und respiratorischen Bedingungen (SGly).
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4.3. Identifizierung der fiir die Substratspezifitit wichtigen Bereiche in Fdx1

und Fdx2

4.3.1. Erzeugung von Fdx2-spezifischer Funktion durch Mutation des Fdx1

Die beiden humanen Ferredoxine Fdx1 und Fdx2 sind hochspezifisch hinsichtlich ihrer jeweiligen
Funktion. Fdx2 ist an der Fe/S-Cluster-Biogenese in humanen Zellen beteiligt und stellt in dieser
Hinsicht das funktionelle Orthologe von Yahl dar (Lange et al, 2000; Sheftel et al, 2010). Fdx1
hingegen Ubertragt ebenso wie das verwandte Adx Protein aus Rind Elektronen auf mitochondriale
Cytochrom P450 Enzyme. Durch die Einflhrung gezielter Mutationen sollte versucht werden, die
Spezifitdat vom Ferredoxin Fdx1 umzuwandeln und es zu einem funktionalen Fdx2-artigen Ferredoxin
zu machen. Dadurch sollte eine Funktionalitdt des Fdx1 in der Fe/S-Cluster-Biogenese (ISC-Funktion)
erzeugt werden.

In Anbetracht der komplexen Ergebnisse hinsichtlich der funktionell wichtigen Regionen von Fdx2
(Kapitel 4.2.4) erschien es unwahrscheinlich, diese Umfunktionalisierung mit Hilfe von zufélliger
Mutagenese und anschlieBendem Screening zu erreichen. Daher wurden zielgerichtet
Sequenzbereiche in Fdx1l durch die entsprechenden Fdx2-Sequenzen ersetzt. Die veranderten
Proteine wurden auf ihre Fahigkeit getestet, die Depletion von Yahl in Gal-YAH1 Zellen unter
fermentativen Bedingungen zu komplementieren. Da der hochkonservierte C-Terminus von Fdx2
funktionell absolut essentiell war (siehe Abb. 4.16)., wurden zundchst die letzten 14 Aminosauren
von Fdx1 gegen die Fdx2 Reste ausgetauscht (Fdx1 exC14). Die Expression von Fdx1 exC14 in
Gal-YAH1 Zellen unterstitzte noch, wenn auch stark reduziertes, Wachstum auf SD-Medium
(Abb. 4.20). Dieses unerwartete Ergebnis zeigte, dass der funktionale Unterschied zwischen Fdx2 und
Fdx1 nicht allein im hochkonservierten C-Terminus von Fdx2 begriindet ist. AuBerdem bestatigte
dieses Resultat die Skepsis gegeniliber einem genetischen Ansatz fir die ISC-Funktionsgenerierung in
Fdx1: wenn der Austausch des 14 Aminosduren grolRen, funktionell wichtigsten Bereiches nicht
ausreicht, um ISC-Funktion in Fdx1 zu erzeugen, scheint es nahezu ausgeschlossen, dies durch zufallig
eingefiihrte Mutationen zu erreichen. Um die ISC-Funktion von Fdx1 zu verbessern, wurde das
Protein Fdx1 exC27 erzeugt, in dem die 27 C-terminalen Aminosauren von Fdx1l durch die
entsprechenden Reste aus Fdx2 ersetzt wurden. Es wurde ein etwas besseres Wachstum auf
SD-Medium beobachtet, allerdings war es viel schlechter als das fir Fdx2. Folglich funktionierte auch
dieses Protein nur schlecht in der Fe/S-Cluster-Biogenese. SchlieRlich wurde der Austausch von
Regionen in Fdx1 gegen Fdx2-Sequenzen getestet, fiir die zuvor funktionelle Relevanz gezeigt worden
ist (Kapitel 4.2.4). Die Deletion des F43-G44 Dipeptids allein (Fdx1 M5) flihrte ebenso wenig zur
Generierung von ISC-Funktion in Fdx1 wie auch der Austausch des B-Stranges D (Fdx1 M7). Die

Kombination von Mutation M5 mit dem Austausch der C-terminalen 27 Aminosauren zeigte, dass
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keine Komplementation mehr zu beobachten war (Fdx1 ex27 M5). Um diesen Uberraschenden
Verlust der zuvor erzeugten ISC-Funktion zu erkldren, wurde das Hisg-getaggte Protein HisFdx1 M5
heterolog exprimiert und gereinigt. Das Protein konnte nur in seiner Apoform ohne Fe/S-Cluster
isoliert werden (Abb. 4.21). Das Dipeptid F43-G44 ist also in Fdx1 im Gegensatz zu Fdx2 wichtig fiir
die Stabilitdt und/oder die korrekte Koordination des Fe/S-Clusters. Umgekehrt zeigte das analog
erzeugte Protein HisFdx1 M7 hingegen ein UV/VIS Spektrum, das sich nicht vom Fdx1 Protein
unterscheiden lieRB. Dies stand im Gegensatz zu Fdx2, in dem der Austausch des B-Stranges D
(Mutation M7) zu einer Destabilisierung des Fe/S-Clusters fiihrte. Diese Beobachtungen von vollig
verschiedenen Effekten beim Austausch von analogen Regionen in Fdx1 und Fdx2 veranschaulichen

abermals die komplizierte Struktur-Funktions-Beziehung von humanem Fdx1 und Fdx2.

SGal
R Q.Q@*?? -‘..Qa’v 2ot
Fdx1 exC14
Fdx1 exC27
Fdi1 M5 Fdx1 Konstrukt Mutationen (Position) (w;:}f::;k::)fn sp)
Fdx1 M7
_____________________ Fdx1 keine —
Fdx2
Fdx1 exCld C—termlna!er A't'Jstausch 14 .
Aminosduren
Fdx1 exC27 M5 C-terminaler Austausch 27
Fdx1 exC27 Aminosduren *
Fdx1 exC27 M7
Fdx1 M5 M5 (FG Deletion (43/44)) —
Fdx1 exc27 M5 M7 [ ]
_— Fdx1 M7 M7 (LIF->VYV (57-59)) -
Fdx1 exC27 M5 exC27 + M5 —
Fdx1 exC27 M7
X ex Fdx1 exC27 M7 exC27 + M7 +
Fdx1 M6 M7
Fdx1 exC27 M5 M7 exC27 + M5 + M7 —
Fdx1 M3 M7
""""""""""" M3 (DVVVEN->HLAQRH (31-36))
- Fdx1 M3 M7 i
Fdx1 M6 M7 M6 (GT->AS (48/49)) + M7 -
Fdx1 exC27
Fdx1 exC27 M3 M7 exC27 + M3 + M7 ++
Fdx1 exC27 M7

Fdx1 exC27 M6 M7
Fdx1 exC27 M3 M7

exC27 + M6 + M7

+

Fdx1 exC27 M6 M7 Fdx1 exC27 M3 M6 M7 exC27 M3 + M6 + M7 +

Fdx2

+++ Wild-Typ Wachstum

++ Vermindertes Wachstum
+ Schlechtes Wachstum

— Kein Wachstum

Fdx1 exC27 M3 M7

Fdx1 exC27 M6 M7

Abbildung 4.20: Erzeugung von ISC-Funktion in Fdx1. Gal-YAH1 Zellen wurden mit entsprechendem Fdx1-Plasmid wie in
der Tabelle rechts beschrieben transformiert. Eine serielle Verdiinnung von jeweils 1:5 mit einer ODggynm vVon 0,5 als
Anfangswert wurde von links nach rechts auf Agarplatten mit verschiedenen Kohlenstoffquellen aufgebracht und die
Platten fiir drei Tage bei 30 °C inkubiert. Gal-YAH1 Zellen bendtigen unter fermentativen Depletionsbedingungen (SD) ein
mitochondriales Ferredoxin, das Elektronen fiir die Fe/S-Cluster-Biogenese liefern kann. Wachstum auf SD-Medium zeigt
damit eine ISC-Assemblierungsfunktion an. Gestrichelte Linien trennen unabhdngige Experimente. Als Kontrollen wurden
Gal-YAH1 Zellen verwendet, die transformiert waren mit einem Plasmid, das Fdx2 kodiert oder mit einem Plasmid ohne

Insert (-).
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Die Kombination von Mutation M7 mit dem Austausch der letzten 27 Aminosauren fiihrte zu einem
etwas besseren Wachstum als der Austausch des C-Terminus allein. Um die ISC-Funktion in Fdx1
weiter zu verbessern, wurden letztendlich noch die M3 Mutation (Austausch von Helix C) oder M6
Mutation (Austausch in der den Fe/S-Cluster-bedeckenden Schlaufe) in das Protein Fdx1 exC27 M7
eingefiihrt. Die einzelnen Mutationen verbesserten die Komplementation des Wachstumsdefekts
noch weiter. Jedoch flihrte die gemeinsame Einflihrung der beiden Mutationen zu verschlechtertem
Wachstum. Dies deutete auf eine gegenseitige negative Beeinflussung des Austausches der Regionen
M3 und M6 hin, obwohl beide Regionen individuell eine funktionelle Verbesserung der ISC-Funktion

des Fdx1 erreichen kénnen.
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Abbildung 4.21: Charakterisierung gereinigter Fdx1 Proteine. UV/VIS-Spektren von jeweils 62 uM Protein wurden im
Bereich 260 nm - 700 nm aufgenommen und der besseren Ubersicht wegen entlang der Absorptionsachse um 0,1
verschoben. Die Fotographien der gereinigten Proteine sind bei den angegebenen Konzentrationen gemacht worden.
Jeweils 5 pg Protein wurden auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragen und mit Coomassie gefarbt. HisFdx1: Hise-getaggtes Fdx1;
Fdx1: nicht-getaggtes Fdx1; Fdx1 -C12: Fdx1 ohne die 12 C-terminalen Aminosduren; die beiden Proteine HisFdx1 M5 und
HisFdx1 M7 waren Hisg-getaggt und enthielten die Mutationen M5 und M7 wie in Abb. 4.20 beschrieben.

Mit den beschriebenen Mutationen wurde eine deutliche Komplementation des Wachstumsdefektes
von Gal-YAH1 Zellen auf SD-Medium erreicht, auch wenn das Wachstum noch immer schlechter als
das von Fdx2 komplementierten Zellen war (Abb. 4.20). Um biochemisch zu zeigen, dass die
mutierten Fdx1 Proteine in vivo tatsachlich Elektronen fiir die Fe/S-Cluster-Biogenese liefern konnen,
wurden Mitochondrien von GalYAH1 Zellen isoliert, die die am besten wachsenden Fdx1 Proteine
“Fdx1 exC27 M3 M7” oder “Fdx1 exC27 M6 M7” unter fermentativen Depletionsbedingungen
synthetisierten. Zum Vergleich wurden analog Mitochondrien aus Gal-YAH1 Zellen isoliert, die

Plasmide kodierend fiir YAH1, FDX2 oder FDX1 beziehungsweise ein leeres Plasmid trugen. Die
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Enzymaktivitaten des [4Fe-4S] Cluster enthaltenden Enzyms Aconitase, des Ham-abhangigen Enzyms
Katalase sowie des Kontrollenzyms Citrat-Synthase wurden bestimmt. Es wurde wie zuvor
beschrieben (Sheftel et al, 2010) gefunden, dass Fdx2 den Verlust der Aconitaseaktivitdt und der
Katalaseaktivitdt in GalYAH1 komplementiert, wenn auch die vollstiandige, Yahl-vergleichbare
Komplementation nicht erreicht wird (Abb. 4.22). Fdx1 hingegen kann keine Elektronen firr die
Fe/S-Cluster-Biogenese liefern, erkennbar am Verlust der Aconitaseaktivitait und der
Katalaseaktivitat, auf die die Expression von FDX1 sogar einen zusatzlichen negativen Effekt zu haben
schien. Das Ham-abhangige Enzym Katalase verliert seine Aktivitdt, da eine nicht-funktionelle
mitochondriale ISC-Maschinerie Auswirkungen auf die Eisenhomdostase und die Hamsynthese hat.
Nimmt man die Enzymaktivitaten bei Expression von FDX1 als Startwert, so wurde eine signifikante
Komplementation der Aconitase- und Katalaseaktivitdt beobachtet. Die Komplementation erfolgte,
wie aus den Wachstumsphadnotypen erwartet, nur partiell und lag deutlich unter den Werten von
Fdx2.

Zusammengenommen zeigten diese Ergebnisse, dass die Erzeugung von ISC-Funktion in Fdx1
tatsachlich erfolgreich war. Der Grad der Umfunktionalisierung war nicht vollstandig, obwohl eine
ganze Reihe funktionell wichtiger Bereiche ausgetauscht wurden. Dies passt zu den zuvor
beschriebenen Beobachtungen, dass die funktionellen Unterschiede zwischen Fdx1l und Fdx2
kompliziert zu sein scheinen und sich nicht auf einige, wenige Aminosaureunterschiede zuriickfiihren
lassen. Dennoch konnten durch diese Analyse wichtige Bereiche fiir die ISC-spezifische Funktion von

Ferredoxinen entdeckt werden.
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Abbildung 4.22: Biochemischer Nachweis der Erzeugung von ISC-Funktion in Fdx1. Gal-YAH1 Zellen wurden mit einem
Plasmid kodierend fiir Yah1, Fdx2, Fdx1 oder die beiden Fdx1 Mutanten ,,Fdx1 exC27 M3 M7” oder ,Fdx1 exC27 M6 M7“
beziehungsweise mit einem Plasmid ohne Gen (-) transformiert und auf SD-Medium kultiviert (40 h). Mitochondrien
wurden isoliert und die Enzymaktivtaten des [4Fe-4S] Cluster abhdngigen Enzyms Aconitase und des Ham-abhangigen
Enzyms Katalase gemessen. Es wurde jeweils normiert auf die Enzymaktivitdt des Kontrollenzyms Citrat-Synthase (CS). Die
Hintergrundaktivitat (gestrichelte Linie) bezieht sich auf die Expression von FDX1, die einen zusatzlichen negativen Effekt

auf die Katalaseaktivitat hatte. Der Fehlerbalken gibt die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten an.
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4.3.2. Erzeugung von Cytochrom P450 Elektronentransferaktivitat in Fdx2

In Eukaryoten gibt es eine Vielzahl an Cytochrom P450 Enzymen (CYP), die fir die Oxidation
organischer Verbindungen verantwortlich sind. Sie sind biotechnologisch interessant, da sie
Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindungen selektiv aktivieren. In der Regel fungieren CYP als
Monooxygenasen, d.h. unter Verwendung von O, wird ein organisches Substrat hydroxyliert. Dabei
wird nur ein Sauerstoffatom fiir die Hydroxylierung verwendet, das andere Sauerstoffatom wird zu
Wasser reduziert. Die Elektronen hierfiir ssammen von NADPH, welches das direkte Substrat von CYP
sein kann. Alternativ kann NADPH auch von einem Flavoprotein oxidiert werden, von dem aus dann
die Elektronen entweder direkt oder indirekt, zum Beispiel liber Cytochrom bs, zum CYP flieRen. Die
meisten CYP sind im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert, einige finden sich aber auch in den
Mitochondrien. In menschlichen Zellen gibt es insgesamt sieben mitochondriale CYP, die zu den drei
CYP Familien 11, 24 und 27 gehoren (Annalora et al, 2010). CYP11 (3 Enzyme) sind beteiligt an der
Steroidbiosynthese, CYP24 inaktiviert Vitamin Ds; und CYP27 (3 Enzyme) aktivieren Vitamin Ds;
beziehungsweise sind an der Biosynthese von Gallensdauren beteiligt. Im Gegensatz zu den
mikrosomalen CYP ist der Elektronenilibertrager auf mitochondriale CYP ein [2Fe-2S] Ferredoxin, das
von einer Ferredoxinoxidoreduktase reduziert wird.

Die Spezifitdt der Elektronenibertragung von humanem Fdx1 auf mitochondriale Cytochrom P450
Enzyme im Vergleich zu Fdx2 ist verbliffend hoch. In einem in vitro System (Zollner et al, 2008)
bestehend aus NADPH, humaner Ferredoxinoxidoreduktase FdxR und humanen CYP11B1 kann der
Umsatz des CYP11B1 Substrates 11-Desoxycortisol zu Cortisol durch Umkehrphasen-HPLC verfolgt
werden. Die Reaktion erfordert die Gegenwart eines kompetenten Ferredoxins (Abb. 4.23). Unter
den getesteten Bedingungen erfolgte mit humanem Fdx1 ein fast vollstandiger Umsatz zu Cortisol.
Im Gegensatz dazu setzt Fdx2 unter den gleichen Bedingungen 500-mal weniger Substrat um. Der
Unterschied dirfte tatsachlich sogar noch groRer sein, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass

die Fdx1 Reaktion durch Substratverarmung bereits verlangsamt worden ist.
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Abbildung 4.23 (Seite 100): Der Elektronentransfer auf Cytochrom P450 Enzyme erfolgt hochspezifisch durch Fdx1 und
nicht durch Fdx2. Der in vitro Elektronentransfer auf CYP11B1 wurde durch Messung des Umsatzes von 11-Desoxycortisol
zu Cortisol nach organischer Extraktion des Reaktionsgemisches und Trennung von Edukt und Produkt (iber
Umkehrphasen-HPLC bestimmt. 20 uM folgender Ferredoxine wurden verwendet: Adx (B. taurus), Yahl (S. cerevisiae),
Etplfd (S. pombe), Fdx1 (human), Fdx2 (human). Das Reaktionsgemisch enthielt auBerdem 0,5 uM FdxR, 0,5 uM CYP11B1,
400 pM 11-Desoxycorisol sowie ein NADPH regenerierendes System (1 mM MgCl,, 5 mM Glukose-6-phosphat, 1 U
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mM NADPH gestartet und 10 min bei 37 °C
inkubiert. Links: Chromatogramme der Umkehrphasen-HPLC Laufe. Rechts: Quantifizierung der Cortisol-Bildung. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung von zwei bis vier unabhdngigen Messungen an.

Adrenodoxin (Adx), das Homologe von Fdx1 aus Rind, setzte auch im heterologen System etwa
genauso viel um wie humanes Fdx1. Zum weiteren Vergleich wurde auBerdem S. cerevisiae Yahl
sowie die S. pombe Etplfd Ferredoxindomane eingesetzt (Schiffler et al, 2004). Beide Proteine waren
in der Lage in vitro Elektronen auf CYP11B1 zu lbertragen. Mit Etplfd wurde 59 % des Umsatzes von
Fdx1 erreicht, der Transfer ist also weniger effizient. Interessanterweise war der Cortisol-Umsatz mit
Yahl1 noch weniger effizient und lag bei 21 %. Beide Resultate sind insofern bemerkenswert, als dass
weder in S. pombe noch in S. cerevisiae mitochondriale Cytochrom P450 Enzyme bekannt sind.
Obwohl der beobachtete Elektronentransfer in vivo normalerweise nicht vor kommt, sind beide
Hefen bereits erfolgreich zur biotechnologischen Herstellung von Steroiden genutzt worden (Ewen et
al, 2011), was zeigt, dass der Elektronentransfer also auch in der Hefezelle stattfindet.

Nach der erfolgreichen Erzeugung von ISC-Funktion in Fdx1 (Kapitel 4.3.1) sollte versucht werden, die
fir den Elektronentransfer auf CYPs wichtigen Bereiche des Fdx2 zu identifizieren. Zu diesem Zweck
wurden Mutationen in Fdx2 eingefiihrt und die entsprechenden Proteine wurden heterolog
exprimiert, gereinigt (Abb. 4.17 und 4.24) und in dem in vitro System auf Elektronentransfer getestet

(Abb. 4.25).

Fdx2 Fdx2 Fdx2 Fdx2 Fdx2 12
M3 -C12 Fdx2 -C12 -C12 M5 -Ci2 M3 —— = Fdx2 M3 M5
M5 M3 M5 RT3E R73E R73E M5 R73E ey
c{mgf mL) 3 7 ¢ [mg/ mL) 23 23 18 n : seeess Fan2 C12M3MS

vy

,___.‘E
Absorption (AU}
a o
@ ]
e
]
[
~
-
'
1
-
#
'
’
[

Wellenlénge [nm)

Y =— Fdx2 RT3E
== = Fdx2 -C12 R73E

EEREIE

=+ Fdx2 -C12 M5 R73E
Fdx2 -C12 M3 M5 RT3E

Absorption (aU)
o

260 370 480 580 700

- 10
| Wellenisnge (nm)




102 Ergebnisse

Abbildung 4.24 (Seite 101): Charakterisierung gereinigter Fdx2 Proteine (2). UV/VIS-Spektren und SDS-PAGE gereinigter
Fdx2 Proteine analog zu Abb. 4.17. Jeweils nicht-getaggtes Fdx2 mit verschiedenen Mutationen einzeln oder in
Kombination: -C12 (Deletion der 12 C-terminalen Aminosauren) , R73E (Punktmutation Arg73Glu), M3 (Austausch von
a-Helix C) und M5 (Insertion von F43-G44). Fiir weitere Details siehe Tabelle 4.3 und Text.

Die Entfernung der letzten 12 Aminosduren von Fdx2 hatte keinen Einfluss auf die
Elektronentransferreaktion. Dies zeigte, dass der hochkonservierte und fiir die ISC-Funktion von Fdx2
essentielle C-Terminus den Elektronentransfer auf CYP nicht behinderte. Es ist bekannt, dass der
C-Terminus von Adx nicht wichtig ist fiir den Elektronentransfer auf die Cytochrom P450 Enzyme
CYP11A1 und CYP11B1. Es wurde sogar gezeigt, dass die C-terminale Verkiirzung von Adx zu einer
leichten Erhéhung der Elektronentransferaktivitat in vitro flihrt (Cupp & Vickery, 1989). Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass die kritischen Unterschiede beziiglich der Elektronentransferaktivitat auf
CYP zwischen Fdx1 und Fdx2 im ,Kern“ der (verkiirzten) Proteine zu finden sind.

Als nachstes wurde getestet, ob fiir die ISC-Funktion kritische Regionen von Fdx2 (Kapitel 4.2.4)
hinderlich sind fiir den Elektronentransfer auf CYP. Dazu wurden die entsprechenden Regionen in
Fdx2 gegen die Fdx1-Sequenzen ausgetauscht. Weder die M3 Mutation (Austausch von a-Helix C)
noch die M5 Mutation (Einschub des Dipeptids F43-G44) fiihrten zu einem (iberzeugendem Effekt,
auch dann nicht, wenn die Mutationen in C-terminal verkirztes Fdx2 oder miteinander kombiniert
eingefiihrt wurden (Abb. 4.25). Die primare Interaktionsregion von Adx (und Fdx1) fiir CYP ist durch
Mutagenese-Studien und chemische Modifikationsstudien identifiziert und analysiert worden (fiir
eine Ubersicht hierzu siehe (Ewen et al, 2011)). Es ist bekannt, dass die Bindestelle von Adx (Fdx1) fiir
die Ferredoxinoxidoreduktase mit der Bindestelle fiir die CYP (berlappt (Vickery, 1997). Die
wichtigsten Interaktionen finden dabei immer mit negativ geladenen Resten der sauren a-Helix F
statt. Die Schliisselreste fiir die Interaktion mit der Ferredoxinoxidoreduktase sind D76 und D79,
welche konsequenterweise streng konserviert sind in allen MB-Typ Ferredoxinen. Die Mutation der
beiden Reste in humanem Fdx1 fuhrte zu einer dramatischen Abnahme der Affinitat fir FdxR und
auch zu einer deutlichen Verringerung der Affinitdt fir CYP11A1 (Coghlan & Vickery, 1991)
resultierend in einem fast vollstandigem Verlust des Substratumsatzes durch CYP11A1. Es wurde
aulerdem gefunden, dass die Mutation von D72 die Bindung an FdxR weniger als zweifach
verringert, wahrend die Interaktion mit CYP11A1 um den Faktor drei vermindert wird. Die gesamte
Enzymreaktion der Cholesterolseitenkettenspaltung katalysiert durch CYP11A1 wurde verringert auf
41 %. Die Mutation von E73 zu Alanin oder Glutamin hatte keine Auswirkung auf die FdxR-Bindung,
wohingegen die Bindung zu CYP11A1l um den Faktor drei bis vier verringert wurde, resultierend in
einer Halbierung der Gesamtaktivitdt der enzymatischen Reaktion (Coghlan & Vickery, 1991). In der
gleichen Studie wurde auBerdem gezeigt, dass D68 keine Rolle spielt fiir die Bindung von FdxR und

CYP11A1 und die Mutation D68A daher auch keinen Einfluss auf die Enzymreaktion hatte.
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Beim Vergleich der primaren Interaktionsregion von Fdx1 und Fdx2 fiel auf, dass neben den Resten
D76 und D79 auch die negative Ladung von Rest 72 konserviert ist (Abb. 4.8). Uberraschenderweise
wurde allerdings in Fdx2 und vielen weiteren Fdx2-Typ Ferredoxinen an Position 73 die positiv
geladene Aminosdure Arginin gefunden, wahrend in Fdx1-Typ Ferredoxinen Rest 73 negativ geladen
ist. Auch in den Hefe-Ferredoxinen Yahl und Etplfd, die Elektronen auf CYP lbertragen konnten
(Abb. 4.23), ist Rest 73 negativ geladen. Aus diesem Grund wurde Rest 73 in Fdx2 zu einem Glutamat
umgewandelt und das mutierte Protein (Fdx2 R73E) auf seine Fahigkeit Elektronen an CYP11B1 zu

Ubertragen getestet (Abb. 4.25).
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Abbildung 4.25: Erzeugung von Cytochrom P450 Elektronentransferaktivitadt in Fdx2 durch Mutation von R73. Der in vitro
Elektronentransfer auf CYP11B1 wurde wie in Abb. 4.23 getestet. Verwendet wurden je 20 uM folgender Ferredoxine: nicht
mutiertes Fdx2 sowie einzeln oder kombiniert mutiertes Fdx2 mit den Mutationen C-terminale Verkiirzung um 12
Aminosduren (-C12), Punktmutation Arg73Glu (R73E), M3 (Austausch von a Helix C; Reste 31 - 36) und M5 (Insertion von
FA3-G44). Fur eine genauere Beschreibung der Mutationen siehe Tabelle 4.3. Links: Chromatogramme der Umkehrphasen-
HPLC Laufe, der Einschub zeigt eine VergroRerung des Cortisolpeaks. Rechts: Quantifizierung der Cortisol-Bildung. Die

Fehlerbalken geben die Standardabweichung von zwei bis vier unabhéngigen Messungen an.

Es wurde festgestellt, dass der Austausch von Rest 73 gegen eine negativ geladene Aminosaure
tatsachlich Fdx2 erlaubt, Elektronen auf CYP11B1 zu Uibertragen. Auch wenn der Umsatz an Cortisol
nur 7,0 % des mit Fdx1 erreichbaren Umsatzes entspricht (Abb. 4.25), so bedeutet dies doch eine
Steigerung um den Faktor 35 im Vergleich zu Fdx2. Die Kombination der Mutation R73E mit der
Verkilrzung des C-Terminus erhéhte den Enzymumsatz minimal auf 8,3 %, die zusatzliche Einflihrung
der M5 Mutation (F43-G44 Insertion) fiihrte zu 8,9 % Umsatz. Im Gegensatz dazu resultierte das
weitere Hinzufligen der M3 Mutation (Austausch von a-Helix C) wieder in einer Verringerung des
Umsatzes auf 6,4 %.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass der Transfer von Elektronen zu CYP11B1 hochspezifisch ist.
Mit Fdx1l ebenso wie mit Adx wird der volle Umsatz erzielt, wohingegen Fdx2 quasi zu keinem
physiologisch bedeutsamen Umsatz flhrt (Faktor 500 weniger). In humanem Fdx2 konnte durch die

Mutation R73E Elektronentransferaktivitat zu P450 Enzymen generiert werden. Die negative Ladung
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an Position 73 in Fdx2 scheint daher eine entscheidende Grundvoraussetzung fiir diese katalytische
Aktivitat zu sein. Der durch Austausch weiterer Reste erreichte maximale Wert von 8,9 % des Fdx2
Umsatzes zeigt erneut an, dass nicht nur einige Aminosduren, sondern vielmehr weitere
hochkomplizierte strukturelle Parameter fiir die Funktions- und Substratspezifitdit der humanen

Ferredoxine Fdx1 und Fdx2 verantwortlich sind.

4.4. Bestimmung des Interaktionspartners von Yah1 in der ISC-Maschinerie

4.4.1. Yahl interagiert mit Isul in vivo

Im Hydroxylierungssystem von Nebennierenmitochondrien bestehend aus Adx, AdxR und Cytochrom
P450 Enzymen (CYP) ist die Funktion des Ferredoxins Adx und des homologen Fdx1 bereits lange
bekannt: die Elektronen flieBen von NADPH Uber AdxR auf Adx und von dort auf CYP (Omura et al,
1966). Anders verhdlt es sich bei den Hefen S. cerevisiae und S. pombe, die beide keine
mitochondrialen P450 Enzyme besitzen (Nelson, 2009). Folglich gibt es kein physiologisches P450
Enzym als ,Substrat” flir das mitochondriale Ferredoxin. Wie zuvor bereits erwahnt spielt Yah1 aus
S. cerevisiae eine wichtige Rolle bei mindestens drei metabolischen Prozessen: in der Fe/S-Cluster-
Biogenese (Lange et al, 2000), in der Hydroxylierung von Ham O zu Hdm A (Barros et al, 2001; Barros
et al, 2002) und in der Biosynthese von Koenzym Qg (Pierrel et al, 2010). Fir keinen dieser Prozesse
gibt es bislang den experimentellen Nachweis, wohin genau die Elektronen flieRen. Fiir die Ham A
Biosynthese ist das Substrat wahrscheinlich die mutmalliche Monooxygenase Cox15, die in S. pombe
das Fusionsprotein Eptl mit dem Ferredoxin bildet. Die Rolle von Yah1 in der Biosynthese von Qg und
in der Fe/S-Cluster-Biogenese ist hingegen momentan noch nicht genau geklart.

Fir die Funktion in der ISC-Maschinerie wurde vorgeschlagen, dass die von Yahl gelieferten
Elektronen fir die Reduktion von Schwefel S° in Cystein zu Sulfid S% in Fe/S-Clustern verwendet
werden (Lill, 2009; Muhlenhoff et al, 2003). Basierend auf in vitro Studien im bakteriellen ISC-System
von A. vinelandii wurde aullerdem angeregt, dass bakterielles ISC-Ferredoxin Elektronen fiir die
reduktive Kopplung zweier [2Fe-2S] Cluster zu einem [4Fe-4S] Cluster liefert (Chandramouli et al,
2007; Unciuleac et al, 2007). Das grofite Problem bei der Klarung dieser Fragestellungen ist, dass
bislang noch kein Interaktionspartner von Yahl nachgewiesen werden konnte. Dies lasst sich darauf
zurlickfiihren, dass Elektronentransferkomplexe normalerweise kurzlebig und instabil sind
(Sevrioukova & Poulos, 2011), da der Prozess des Elektronentransfers sich im Zeitbereich von Milli-
bis Mikrosekunden abspielt (Gray & Winkler, 2010).

Basierend auf den aktuellen Modellvorstellungen der eukaryotischen Fe/S-Cluster-Biogenese
kommen hauptsachlich zwei Proteine als ,Substrat” in Frage: die Cysteindesulfurase Nfsl

(beziehungsweise der Desulfurasekomplex bestehend aus Nfs1l und Isd11) oder die Geristproteine
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Isul/lsu2. Um das mogliche Zielprotein fiir den Elektronentransfer zu bestimmen, wurde mittels
Koimmunprazipitation gezielt nach moéglichen Interaktionspartnern von Yahl gesucht. Es wurden
Mitochondrien aus Hefezellen isoliert, die genomisch TAP-getaggtes Yahl exprimierten (YAH1TAP
Zellen). Die Mitochondrien wurden lysiert und das geklarte Lysat wurde mit a-IgG Immunobeads
immunprazipitiert. Gebundene Proteine wurden durch Western-Blot und Immunfarbung

nachgewiesen (Abb. 4.26).
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Abbildung 4.26: Nachweis der Interaktion von Yah1 mit Isul in vivo durch Koimmunprazipitation. Mitochondrien wurden
prapariert von den auf YPD gewachsenen (40 h) Hefestdmmen YAH1TAP, IBA57TAP, GalYAH1 sowie dem Wild-Typ Stamm
(Wt). Nach Lyse der Mitochondrien mit Detergens wurde eine Immunprazipitaton durchgefiihrt. An Immunobeads
gebundene Proteine wurden durch SDS-PAGE voneinander getrennt und nach Western-Blot durch spezifische Antikorper
nachgewiesen. Als Kontrolle fir das eingesetzte Material wurden jeweils 30 pg TCA-prazipitierte Mitochondrien (Mitos)
verwendet. (A) Koimmunprazipitation mit a-1gG Immunobeads. Links - Input, rechts - prazipitierte Proteine; gefarbt auf die
Proteine 1ba57, Yahl, Isul, Yfh1, Isd11, Arh1l und Mgel (Ladekontrolle). Der monoklonale Zweitantikorper (a-Kaninchen,
aus Maus) zeigt eine Kreuzreaktion mit den humanen Immunglobulinen der a-lgG Immunobeads, deren leichte Kette auf
Hohe des Yahl-Proteins in der SDS-PAGE wandert. Nfsl wandert fast exakt auf Héhe von Yah1TAP und wurde daher
indirekt Gber Isd11 nachgewiesen. (B) Koimmunprazipitation mit a-Yahl Immunobeads. Links - Input, rechts - prazipitierte

Proteine; gefarbt auf die Proteine Yah1 und Isul.

Es wurde das prazipitierte Protein Yah1TAP gefunden und anschliefend nach koimmunprazipitierten
Proteinen gesucht. Nfs1l wanderte fast identisch wie Yah1TAP und da der zur Verfligung stehende
polyklonale Nfs1-Antikorper (aus Kaninchen) auch an den TAP-tag von Yah1TAP bindet, wurde Nfsl
indirekt Uber Isd11 nachgewiesen. Isd11 bindet stabil an Nfsl und bildet mit der Desulfurase
gemeinsam den eukaryotischen Desulfurasekomplex (Adam et al, 2006; Wiedemann et al, 2006). Da
kein Isd11 prazipitiert wurde, bedeutete dies konsequenterweise, dass auch kein Nfsl an Yah1TAP
gebunden war. Es wurde ebenso kein Yfhl gefunden, eine andere Kernkomponente der

mitochondrialen ISC-Maschinerie (Gerber et al, 2003; Wang & Craig, 2008). Die
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Ferredoxinoxidoreduktase Arhl koprazipitierte ebenfalls nicht mit Yahl. Der K-Wert fir die in vitro
Interaktion zwischen Adx und AdxR im homologen System aus Rind wurde abgeschatzt auf 0,77 uM
(Zollner et al, 2002). Trotzdem ist dieses Resultat nicht unerwartet, da Protein-Protein-
Wechselwirkungen wédhrend  Elektronentransferprozessen bekanntermallen durch  hohe
Umsatzgeschwindigkeiten und kurze Lebensdauern gekennzeichnet sind (Ewen et al, 2011). Zum
Beispiel musste fiir die Kokristallisation von Adx und AdxR der Komplex durch Quervernetzung
kovalent miteinander verknipft werden (Muller et al, 2001a). Interessanterweise wurde eine
signifikante Koimmunprazipitation des Geristproteins Isul beobachtet. Die Prazipitation war
spezifisch, da das Signal weder in Kontrollreaktionen mit Mitochondrienlysaten von Wild-Typ Zellen
noch in Zellen, die ein anderes TAP-getaggtes Protein (Iba57) exprimierten, gefunden wurde. |ba57
ist auch ein Teil der ISC-Maschinerie, spielt aber erst bei der Ubertragung des Fe/S-Clusters von den
Gerlstproteinen in spezielle [4Fe-4S] Cluster-tragende Zielproteine eine entscheidende Rolle und
sollte daher nicht mit Yah1, Isul oder Nfs1 interagieren. Da zuvor keine Interaktion von Isul mit Yah1l
gefunden wurde (Gerber et al, 2003), wurde eine Koimmunprazipitation mit a-Yahl Immunobeads
und Mitochondrienlysaten von Wild-Typ Zellen sowie Yahl depletierten Gal-YAH1 Zellen
durchgefiihrt (Abb. 4.26B). In Ubereinstimmung mit dem Ergebnis von Gerber und Kollegen wurde
keine Koimmunprazipitation von nicht-getaggtem Yah1 und Isul gefunden.

Der TAP-Tag in YAH1TAP Zellen befindet sich am C-Terminus des Yah1 Proteins. Bereits zuvor wurde
beobachtet, dass Manipulationen am C-Terminus, wie zum Beispiel die Entfernung der letzten zehn
Aminosauren, zu einem Wachstumsdefekt unter respiratorischen Bedingungen fihrten (Abb. 4.19).
Aus diesem Grund wurde das Wachstumsverhalten der YAH1TAP Zellen auf verschiedenen

Kohlenstoffquellen untersucht (Abb. 4.27A).
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Abbildung 4.27 (Seite 106): Der C-terminale TAP-tag stort die Funktion von Yah1 unter respiratorischen Bedingungen. (A)
Das Wachstum auf verschiedenen Kohlenstoffquellen (Glukose - YPD, Galaktose - YPGal, Glycerol - YPGly) wurde fiir zwei
Tage bei 30 °C getestet. Verwendet wurden folgende Hefestamme: YAH1TAP, SCOOOO (Hintergrundstamm von YAH1TAP),
Gal-YAH1, W303 p°, coq7A und W303. (B) Mitochondrien wurden aus den Hefestimmen von (A) nach Wachstum in YPD
Medium (40 h) isoliert. Da dies fiir den Gal-YAH1 Stamm Depletionsbedingungen waren (GalYah1d ), wurden aus diesen
Zellen auRerdem Mitochondrien von Expressionsbedingungen hergestellt (YPGal Medium, 40 h, GalYahl1). Die
Enzymaktivitaten folgender Enzyme wurden in den Mitochondrien gemessen: Aconitase, Cytochrom ¢ Oxidase (COX),

Succinat-Dehydrogenase gekoppelt mit Cytochrom bc; Komplex (SDH-bc1) und Citrat-Synthase (CS).

Erstaunlicherweise wuchsen die Zellen tatsachlich nur unter fermentativen Bedingungen auf YPD.
Hingegen war auf den respiratorischen Kohlenstoffquellen Galaktose (YPGal) und Glycerol (YPGly)
kein Wachstum zu beobachten. Der Effekt war sogar starker als fiir Hefezellen ohne mitochondriale
DNA (W303 p°/ rhoO) oder als fiir Hefezellen, die kein Koenzym Qg mehr herstellen kénnen (coq74).
Diese beiden Hefestamme zeigten ein deutlich schlechteres Wachstum auf YPGal und auf YPGly
Uberhaupt kein Wachstum mehr. Der Phanotyp der YAH1TAP Zellen dhnelt damit stark dem von Fdx2
komplementierten Gal-YAH1 Zellen (siehe Abb. 4.7). Bei der Analyse der Enzymaktivitdten von aus
YAHI1TAP Zellen praparierten Mitochondrien wurde festgestellt, dass die Aktivitat des Fe/S-Proteins
Aconitase in 3hnlicher Weise reduziert ist wie in W303 p° Mitochondrien. Die Aktivtaten des
Atmungskettenkomplexes IV (Cytochrom ¢ Oxidase, COX) und die Aktivitdit der gekoppelten
Atmungskettenkomplexe Il und Il (Succinat-Dehydrogenase - Cytochrom bc; Komplex, SDH-bc1) war
nahezu komplett verschwunden. Der Verlust der Atmungskettenkomplexe trat auch in den coq7A
Mitochondrien sowie den W303 p° Mitochondrien auf. AuRerdem war die Aktivitit der Citrat-
Synthase (CS) in den Mitochondrien der YAH1TAP und coq7A Zellen deutlich reduziert. Die gleiche
Beobachtung wurde auch gemacht fiir Gal-YAH1 Zellen, die fiir 40 h depletiert wurden.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass der C-terminale TAP-tag die Funktion von Yah1l
unter respiratorischen Bedingungen klar beeintrachtigte. Ob dies auf nicht mehr funktionierende
Koenzym Qg Biosynthese, eine Fehlfunktion der Hdm A Biogenese oder etwa auf beides zusammen
zurtickzufihren ist, lasst sich aus den Ergebnissen nicht feststellen. Die Fe/S-Proteinbiogenese

scheint von getaggtem Yah1 jedenfalls noch unterstiitzt werden zu konnen.

4.4.2. Nachweis der Yah1-Isul Interaktion in vitro

Die zuvor beschriebene in vivo Interaktion zwischen Yah1 und Isul sollte durch in vitro Experimente
verifiziert werden. Zunachst wurde die Technik der Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie (SPR-
Spektroskopie) angewendet und Hisg-getaggtes Isul an einen in situ aktivierten Biosensor-Chip
gebunden. Es konnte eine konzentrationsabhangige Bindung und Dissoziation von Yahl an das
gebundene Isul beobachtet werden (Abb. 4.28). Zum Vergleich wurde die Bindung von humanem

Fdx1 und Fdx2 an Isul aus Hefe getestet. Isul ist 71 % identisch und 81 % &dhnlich zum humanem
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Homologen IscU. Fdx2 bindet an das Hefeprotein Isul, sogar etwas starker als Yahl aus Hefe.
Interessanterweise bindet auch Fdx1 an Isul, zwar erheblich schlechter als Yah1 aber auch deutlich

besser als die Negativkontrolle Chymotrypsinogen A (ChymA).
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Abbildung 4.28: Nachweis der Isul-Yahl Interaktion in vitro durch SPR. (A) Die Bindung und Dissoziation von Yahl an
immobilisiertes Isul in vitro ist konzentrationsabhdngig. Gereinigtes Hisg-getaggtes Isul Protein wurde an die Co™'-
aktivierte Oberflache eines goldbeschichten Glasprismas gebunden (~100 AU). Zu dem mit dem Pfeil markiertem Zeitpunkt
erfolgte Zugabe von Yahl Protein mit der angegebenen Endkonzentration. Die Dissoziation wurde erreicht durch
schrittweises Verdiinnen der Proteinldsung. (B) Unter den gleichen Bedingungen wie in (A) wurde die Bindung von je 4 uM
Fdx1, Fdx2, Yahl oder Chymotrypsinogen A (Chym A) an Isul getestet. Alle Proteine befanden sich im gleichen Puffer
bestehend aus 25mM Tris-HCl pH 7,5 und 50 mM NaCl. Durchgefiihrt wurden die Messungen an einem Plasmonic® SPR

device .

Als weiterer Nachweis der Yah1-Isul Interaktion wurde die GréBenausschlusschromatographie (SEC)
bei verschiedenen lonenstiarken angewendet. Das Elutionsverhalten der einzelnen, gereinigten
Proteine Isul (Hisg-getaggt), Yahl und der Mischung beider Proteine wurde verglichen. Bei der
physiologischen Natriumchloridkonzentration von 200 mM wurde festgestellt, dass die beiden
Proteine in der Mischung bei kleineren Elutionsvolumina von der SEC-Sdule eluierten als die
einzelnen Proteine (Abb. 4.29A). Die SPR-Messungen waren bei geringerer lonenstarke (50 mM NaCl)
durchgefiihrt worden, da ionische Wechselwirkungen wie bei Adx-AdxR (Ewen et al, 2011) erwartet
wurden und diese bei geringer lonenstirke verstarkt sein sollten. Daher wurde das
Chromatographie-Experiment bei 20 mM NaCl Konzentration wiederholt. Dabei wurde beobachtet,
dass Isul bei dieser geringen lonenstarke mit der Gelfiltrationsmatrix interagiert und auf der
SEC-Saule ausfallt. Eluiert werden konnte Isul unter diesen Bedingungen denaturierend mit 0,5 M
Natriumhydroxid. Das gleiche Phanomen trat selbst noch bei 100 mM NaCl Konzentration auf. Bei
der gemeinsamen SEC von Yah1 und Isul bei 20 mM NaCl zeigte sich allerdings, dass ein Teil des Isul
Proteins |6slich war. Es scheint daher von Yah1 solubilisiert zu werden. In Folge der Komplexbildung
von Yah1l-Isul entsteht offensichtlich als Subpopulation ein Komplex, der bei grofRerer molarer Masse
als das dimere Yahl eluiert (Abb. 4.29B). Der Solubilisierungseffekt war spezifisch fiir Yahl und
wurde nicht mit dem Kontrollprotein Chymotrypsinogen A (ChymA) beobachtet, das auch das

Elutionsverhalten von Yah1 nicht beeinflusste.
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Abbildung 4.29: Nachweis der Isul-Yah1 Interaktion in vitro durch GroBenausschlusschromatographie. Das Experiment
wurde mit der SEC-Saule Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) in Puffer bestehend aus 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1,5 mM
MgCl, und 200 mM NaCl (A) beziehungsweise 20 mM NacCl (B, C) durchgefiihrt. Eingesetzt wurden jeweils 100 pL Protein
(25 uM), entweder allein oder gemischt wie angegeben. Fraktionen von 0,6 mL Volumen wurden gesammelt und auf

Proteingehalt mittels SDS-PAGE sowie anschlieBende Silberfarbung Uberprift. Das Elutionsvolumen ist oberhalb der

SDS-PAGE Gele angegeben.

SchlielRlich wurden fir den Nachweis der Isul-Yahl Interaktion Quervernetzungsexperimente mit
dem Nulllangenquervernetzer EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethyl-amino-propyl)carbodiimid) durchgefiihrt
(Abb. 4.30). Gereinigte Proteine wurden gemeinsam oder allein in Puffer mit EDC versetzt und eine
Stunde auf Eis inkubiert. Nach Stoppen der Reaktion mit Ammoniumacetat wurde die Proteinprobe
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit spezifischen Antikérpern angefarbt. Verglichen wurde die

Reaktion mit nicht EDC-behandelten Referenzproben.
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Abbildung 4.30 (Seite 109): Nachweis der Isul-Yah1l Interaktion in vitro durch Quervernetzung mit EDC. Jeweils 50 pM
gereinigtes Protein wurden allein oder gemischt miteinander in Puffer mit 10 mM MES pH 6,5 und 100 mM NaCl inkubiert.
Die Probenentnahme erfolgte vor der Quervernetzung (T0), und nach Zugabe von 8 mM EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethyl-amino-
propyl)carbodiimid) und Inkubation fiir eine Stunde auf Eis (T1). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 mM
Ammoniumacetat gestoppt. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE voneinander getrennt und mit Hilfe spezifischer
Antikdrper nach Western-Blot nachgewiesen. (A) Mischung von Isul mit Yah1 sowie Isul mit Cial als Negativkontrolle. Die
Proben wurden mit den Antikérpern gegen Yahl (a-Yah1), Isul (a-Isul) und Cial (a-Cial) gefarbt. (B) Kontrollreaktionen
der Quervernetzung von Yahl und Isul jeweils separat. (C), (D) Quervernetzungsexperiment von Isul mit humanem Fdx2

(C), beziehungsweise humanem Fdx1 (D); gefarbt mit den Antikorpern gegen Isul (a-Isul), Fdx2 (a-Fdx2) und Fdx1 (a-Fdx1).

In der Mischung von Yahl und Isul wurde eine deutliche Quervernetzung beobachtet. Diese
Quervernetzung trat nicht auf bei der Mischung von Yahl mit Cial, einem Protein der CIA-
Maschinerie, mit dem Yah1l nicht interagieren sollte und das daher als Negativkontrolle diente.
Neben der Quervernetzung von Yahl-lsul wurde aulerdem dimeres Isul gefunden, welches auch
bei der Reaktion von Isul allein mit EDC auftrat. Die Bildung eines Dimeren ist fir bakterielles IscU
bekannt (Agar et al, 2000b). SchliefRlich wurde getestet, ob die Quervernetzung auch mit den
humanen Ferredoxinen Fdx1 und Fdx2 auftrat und es wurde in der Tat mit beiden Ferredoxinen eine
Quervernetzung mit Isul gefunden. Eine Unterscheidung hinsichtlich Spezifitdt zwischen Fdx1 und
Fdx2 konnte somit mit diesem Experiment tGberraschenderweise nicht gefunden werden.

Zusammenfassend konnte mit diesen drei verschiedenen experimentellen Ansadtzen auch in vitro die

Interaktion von Isul und Yah1 tiberzeugend nachgewiesen werden.
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4.5. Kartierung der Interaktionsstelle fiir Narl auf dem WD-Repeat Protein

Cial

4.5.1. Konservierte Oberflichenreste kommen gehduft auf der Oberseite von Cial vor

Das Protein Cial ist ein essentieller Teil der zytosolischen CIA-Maschinerie und beteiligt am Transfer

eines assemblierten Fe/S-Clusters in Zielproteine (Balk et al, 2005). Es gehort zur Proteinfamilie der

WD-Repeat Proteine und enthdlt sieben sogenannte WD-Repeats (Smith et al, 1999). Diese

Wiederholungseinheiten

enthalten typischerweise das GH-Dipeptid 11 - 24 Reste nach dem N-

Terminus und das WD-Dipeptid am C-Terminus, wobei beide Charakteristika nicht streng konserviert

sind. Im Fall von Cial wird die starkste Konservierung in den WD-Repeats drei und vier gefunden

(Abb. 4.31).
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Abbildung 4.31 (Seite 111): Cial Proteine sind in den Propellerblittern (Blade) 2 und 3 am stirksten konserviert. Multi-
Sequenzalignment von Cial Proteinen aus S. cerevisiae (Q05583), K. lactis (Q6CMA2), Homo sapiens (076071), Danio rerio
(Q6PODY), Drosophila melanogaster (Q7K1Y4), Oryza sativa (Q6YVM7), Arabidopsis thaliana (Q2V422) und C. elegans
(Q9XW12). Die nicht streng konservierten Charakteristika GH-Dipeptid und W des WD-Dipeptids sind markiert. Identische
Reste sind mit roten Kasten unterlegt, konservierte Reste sind mit roten Buchstaben und Liicken durch Punkte dargestellt.
Mit gelben Kasten sind die im Verlauf dieser Arbeit mutierten Reste markiert (siehe Kapitel 4.5.2 und 4.5.3). Die sieben
strukturellen Wiederholungseinheiten (Propellerblétter/ Blades) sind mit Pfeilen angegeben. Das Alignment wurde erstellt
mit MultAlign (Corpet, 1988) und bearbeitet ESPrint (Gouet et al, 1999). In Klammern stehen die Protein-IDs laut UniProt-
Datenbank.

Auch wenn die Wiederholungseinheiten in der Primarstruktur nicht streng konserviert sind, so zeigt
Cial doch die erwartete, typische B-Propeller Struktur mit sieben strukturellen
Wiederholungseinheiten (Srinivasan et al, 2007). Diese Propellerblatter sind nicht identisch mit den
WD-Repeats, sondern setzen sich aus drei B-Strangen eines WD-Repeats und einem B-Strang des
darauffolgenden WD-Repeats zusammen. Daher beginnen sie unmittelbar mit dem GH-Dipeptid in
der DA-Schlaufe. Diese Gliederung fihrt zum ,Velcro-Typ“ (Klettverschluss-Typ) Ringschluss des B-
Propellers. Die Funktion von Cial in der CIA-Maschinerie besteht in der Vermittlung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen, die typische Funktion von WD-Repeat Proteinen: Cial interagiert mit
Narl (Balk et al, 2005), weitere Interaktionen sind in Hochdurchsatzstudien gefunden worden (Gavin
et al, 2006; Krogan et al, 2006) und auch schon gezielt nachgewiesen worden. So interagiert Cial
auch mit den beiden Proteinen Met18 und Cia2 (J. Mascarenhas, personliche Mitteilung). Da Cial nur
aus einer WD-Repeat-Doméadne besteht, miissen die Interaktionsstellen unmittelbar auf dem
B-Propeller oder in den Schlaufen zwischen den B-Strangen des Proteins liegen. Aufgrund der
Ahnlichkeit des Prozesses der Fe/S-Cluster-Biogenese in Eukaryoten wurde eine Konservierung
funktionell wichtiger Reste erwartet. Die Bestimmung der Kristallstruktur von Cial aus S. cerevisiae
(Srinivasan et al, 2007) erlaubte die strukturbasierte Analyse von konservierten Resten mittels des
Webservers ConSurf (Landau et al, 2005). Diese Analyse zeigte deutlich eine H&aufung von
konservierten Resten auf der Oberseite des Cial Proteins sowie seitlich an den Propellerblattern zwei

und drei (Abb. 4.32).

Ansicht von oben Ansicht von unten
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Abbildung 4.32 (Seite 112): Oberflichenkonservierung von Cial kommt hauptsédchlich auf der Proteinoberseite vor.
Darstellung der Konservierung von Aminosduren in Cial Protein in der Ansicht von oben (links) und von unten (rechts).
Insgesamt 68 Cial Sequenzen aus der Uniprot-Datenbank wurden mit ClustalW2 (Chenna et al, 2003) verglichen und
anschlieBend wurde mit dem Programm ConSurf der Grad der Konservierung berechnet (Landau et al, 2005). Rot, orange
und gelb markiert sind Aminosduren mit einem Konservierungswert von 9, 8 und 7 nach ConSurf, wobei die Skala von 1
(variabel) bis 9 (streng konserviert) reicht. Zur besseren Ubersicht sind der N-Terminus in blau sowie die Propellerblitter als
Kreissektoren dargestellt. Die Ansicht von oben ist von der Seite der DA-Schlaufen und BC-Schlaufen, die Ansicht von unten

von der Seite der AB-Schlaufen sowie der CD-Schlaufen.

4.5.2. Arginin 127 ist wichtig fiir die Funktion von Cial in der CIA-Maschinerie

Zur funktionellen Analyse von Cial wurde eine Mutagenese des Cial durchgefiihrt. Dabei sollten
Aminosauren identifiziert werden, die fir die Wechselwirkung von Cial mit den verschiedenen
Interaktionspartnern verantwortlich sind. Zunachst wurde beriicksichtigt, dass Aminosauren an der
Oberflache liegen miissen, um mit Partnerproteinen interagieren zu kénnen. Ein MaR hierfiir ist die
sogenannte ,freie Oberflache” eines Restes, die mit Hilfe des CCP4-Programmpaketes berechnet
wurde (CCP4, 1994). Weiterhin wurde auf die zuvor beschriebene strukturbasierte Analyse der
Konservierung von Resten an der Oberflache des Cial Proteins zuriickgegriffen. Reste, die fir die
strukturelle Integritat des Cial Proteins verantwortlich sind, spielen indirekt natiirlich auch eine
wichtige Rolle fir die Funktion des Proteins, sind aber nicht notwendigerweise fiir die direkte
Wechselwirkungen mit Partnern verantwortlich. Aus diesem Grund wurden fiir die Mutagenese
konservierte Aminosauren mit groRer freier Oberflache aus den Schlaufenbereichen ausgewahlt, die
nicht fir die stabile Faltung des B-Propellers verantwortlich sein sollten. Wenn moglich wurde die
Ladung der Aminosduren umgekehrt, um eine mdglichst groRe chemische Anderung an der
Proteinoberflache zu erreichen, ohne dabei die Loslichkeit des Proteins zu verringern. Der Effekt der
jeweiligen Aminosaureaustausche wurde durch Komplementation von Cial-depletierten Gal-CIA1l
Zellen mit Plasmid-Versionen von mutiertem CIA1 getestet. Gal-CIA1 Zellen enthalten das CIAI Gen
unter der Kontrolle des Galaktose-induzierbaren und Glukose-reprimierbaren GAL1-10 Promotors.
Aufgrund des essentiellen Charakters des CIA1 Gens zeigen Gal-CIA1 Zellen einen Wachstumsdefekt
bei Kultivierung auf Glukose-haltigem Medium, wie zum Beispiel SD-Medium (Balk et al, 2005).
Dieser Defekt ist vollstandig komplementierbar durch Expression einer Plasmid-Version von CIA1. Die
meisten der getesteten Punktmutationen zeigten keinen Effekt auf die Komplementation der
Gal-CIA1 Zellen (Abb. 4. 33). Die entsprechenden Reste spielten demnach keine kritische Rolle fiir die
Funktion des Cial Proteins. Im Gegensatz dazu komplementiert Cial mit der Mutation R127E nur
noch partiell den Wachstumsdefekt. Dieses Ergebnis legt nahe, dass der mitten im konservierten
Bereich auf der Oberseite von Propellerblatt 3 gelegene Rest Arginin 127 eine wichtige Rolle fiir die

Funktion von Cial spielt.
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Abbildung 4.33: Arg 127 ist wichtig fiir die in vivo Funktion von Cial. (A) Gal-CIA1 Zellen mit regulierbarer Expression des
endogenen CIA1 Gens wurden mit dem Plasmid p416 mit entweder keinem Gen (-), dem nicht-mutierten HA;-getaggtem
CIA1 Gen (Wt) oder den entsprechenden Punktmutanten des CIA1 Gens transformiert. Die Zellen wurden insgesamt sieben
Tage auf SD-Agarplatten kultiviert. Die Cial-depletierten Zellen wurden mit Wasser gewaschen. Eine serielle Verdiinnung
von jeweils 1:10 mit einer ODgynm von 1,5 als Anfangswert wurde von links nach rechts auf frische Agarplatten mit
Galaktose (SGal) oder Glukose (SD) als Kohlenstoffquelle aufgebracht und die Platten fiir drei Tage bei 30 °C inkubiert. (B)
Die mutierten Reste sind in der Struktur von Cial griin dargestellt. Die Anordnung des Cial-Proteins ist wie in Abb. 4.32.
Arginin 127 ist in magenta und der N-Terminus in blau dargestellt. (C) Ubersicht {iber die getesteten Punktmutationen. Die
Konservierung der Reste ist in Prozentbereiche gegliedert. AuBerdem sind die Lokalisierung in der Struktur sowie die aus

der Struktur berechnete freie Oberflache angegeben.

Um die biochemischen Konsequenzen der Mutation von Arginin 127 zu Uberprifen, wurden die
Enzymaktivitaten einiger Reporterenzyme gemessen. Die Aktivitat des zytosolischen Fe/S-Proteins
Isopropylmalat-lsomerase (Leul) war in Cial depletierten Gal-CIA1 Zellen nach Wachstum auf
glukosehaltigem Medium fiir 36 h auf 28 % verringert, wohingegen die Aktivitat der mitochondrialen
Fe/S-Proteine Aconitase (Acol) und Succinat-Dehydrogenase (SDH) auf Wild-Typ Niveau blieben
(Abb. 4.34A). Die Aktivitat der beiden Kontrollenzyme ohne Fe/S-Cluster, Alkoholdehydrogenase
(ADH, zytosolisch) und Citrat-Synthase (CS, mitochondrial), blieb ebenfalls unverdndert. Quantitative
Immunfarbung zeigte, dass der Gehalt an Leul-Protein in der Mutante R127E leicht verringert war,
aber viel weniger als die Enzymaktivitdt. Der Gehalt der anderen getesteten Enzyme war nicht

signifikant verdndert (Abb. 4.34B).
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Abbildung 4.34: Arg 127 in Cial ist wichtig fiir die zytosolische Fe/S-Cluster-Biogenese. (A) Gal-CIA1 Zellen wurden mit
dem Plasmid p416 mit entweder keinem Gen (-), dem nicht-mutierten CIAI-HA; Gen (Wt) oder dem mutierten R127E
CIA1-HA; Gen (R127E) transformiert. Die Zellen wurden in Minimalmedium mit Glukose als Kohlenstoffquelle fir 36 h
kultiviert. Es wurde ein Hefegesamtzellextrakt mittels Glasperlen prapariert und dieser zur Messung der Enzymaktivitdten
der zytosolischen Enzyme Isopropylmalat-lsomerase (Leul) und Alkoholdehydrogenase (ADH) verwendet. Dargestellt sind
die relativen Enzymaktivitdten normiert auf Wt. Der untere Teil zeigt Immunfarbungen der Proteinmengen von Leul,
Phosphoglyceratkinase (Pgkl, zytosolische Ladekontrolle) sowie Cial (gefdrbt Uber den HA;-Tag). Die relativen
Proteinmengen wurden densitometrisch bestimmt und sind oberhalb der Western-Blots angegeben. Das mutierte
Cial-R127E Protein wandert langsamer in der SDS-PAGE, vermutlich ein Effekt der Ladungsumkehr. (B) Mitochondrien
wurden aus den unter (A) beschriebenen Zellen isoliert. In diesen Mitochondrien wurden die relativen Enzymaktivitaten der
mitochondrialen Enzyme Aconitase (Acol), Succinat-Dehydrogenase (SDH) und Citrat-Synthase (CS) bestimmt. AuRerdem
erfolgte Immunfarbung und densitometrische Quantifizierung der Proteinmengen von Acol und Porin (Porl) als
Ladekontrolle. (C) Die de novo Assemblierung der Fe/S-Cluster in die Enzyme Acol und Leul wurde mit Hilfe der
Markierung mit radioaktiven >Fe Uberprift. Gal-CIA1 Zellen wie unter (A) beschrieben wurden in Glukose-haltigem
Minimalmedium fiir 24 h kultiviert. Die Kultivierung wurde fiir 12 h in Eisen-freiem Minimalmedium mit Glukose
fortgesetzt. Danach erfolgte die Markierung der Zellen mit radioaktivem >*Fe fiir 2 h. Hefegesamtzellextrakte wurden
hergestellt und Leul und Acol mit entsprechenden, spezifischen Immunobeads prazipitiert. Durch Szintillationszahlung
wurde die prazipitierte Radioaktivitdit bestimmt und Immunfarbung sowie densitometrische Analyse wurden zur
Bestimmung der Proteingehalte wie zuvor verwendet. (A) bis (C) Alle Experimente wurden zwischen drei- und achtmal

wiederholt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an, * bedeutet p>95%).

Zur weiteren Analyse der R127E Mutation wurden radioaktive Markierungsexperimente
durchgefiihrt, um die de novo Fe/S-Cluster-Assemblierung in Leul und Acol zu analysieren (Kispal et
al, 1999). In diesen Experimenten werden Hefezellen unter niedrigen Eisenkonzentrationen kultiviert

und dann mit radioaktivem *°Fe markiert. Nach Praparation eines Gesamtzellextraktes wurde die
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spezifische Immunprazipitation von Leul und Acol durchgefiihrt und die prazipitierte Radioaktivitat
durch Szintillationszihlung quantifiziert (Abb. 4.34C). Der Einbau von *°Fe in Leul war signifikant (um
ca. 40 %) verringert in der Mutante R127E im Vergleich zum Wild-Typ-Protein. Im Gegensatz dazu
war der Einbau des radioaktiven Eisens in das mitochondriale Fe/S-Protein Acol nicht verdndert.
Beide Resultate unterstiitzen die Messungen der Enzymaktivitaten von Leul und Acol.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen schlieBen, dass die Mutation von Arginin 127
einen spezifischen funktionellen Defekt des CIA-Proteins Cial Proteins bewirkte. Der spezifische
Effekt auf die zytosolische Fe/S-Cluster-Biogenese ist jedoch nur partiell, und das mutierte Protein
behilt eine deutliche Restaktivitdat. Daher scheint Arginin 127 zwar wichtig, aber nicht essentiell fir

die Funktion von Cial zu sein.

4.5.3. Fiir die Narl Bindung wichtige Reste liegen auf der Oberseite und seitlich an

Propellerblatt 3 des Cial

Da die Mutation von Arginin 127 allein nur einen partiellen Effekt auf die Fe/S-Cluster Biogenese
hatte, wurde versucht durch Kombination der Mutation R127E mit weiteren Aminosaureaustauschen
einen starkeren Phanotyp zu erzeugen. Verwendet wurden hierzu konservierte Oberflachenreste,

vorzugsweise auf der Oberseite und seitlich an Propellerblatt zwei und drei des Cial (Abb. 4.35).
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Abbildung 4.35 (Seite 116): Doppelmutationen von R127 und weiteren Resten fiihren zu einem vélligen Funktionsverlust
von Cial. (A) Gal-CIA1 Zellen mit regulierbarer Expression des endogenen CIA1 Gens wurden mit dem Plasmid p416 mit
entweder keinem Gen (-), dem nicht-mutierten HA;-getaggtem CIA1 Gen (Wt) oder den entsprechenden Punktmutanten des
CIA1 Gens transformiert. Die Zellen wurden zweimal 24 h in SD-Flissigmedium kultiviert. Eine serielle Verdiinnung von
jeweils 1:10 mit einer ODgypnm VON 1,2 als Anfangswert wurde von links nach rechts auf frische Agarplatten mit Galaktose
(SGal) oder Glukose (SD) als Kohlenstoffquelle aufgebracht und die Platten fiir drei Tage bei 30 °C inkubiert. (B) Oben:
Darstellung der in Kombination mit R127 (magenta) mutierten Reste in griin. Die Konservierung der Oberflachenreste ist
nach ConSurf analog zu Abb. 4.32 abgebildet. Unten: Darstellung der Konservierung wie zuvor und von R127 (magenta) ohne
die zusatzlichen Mutationen zur besseren Veranschaulichung der Konservierung der zusatzlich mutierten Aminosauren. Der
N-Terminus ist oben und unten blau markiert. (C) Tabellarische Ubersicht iiber die getesteten Cial-Mutanten mit Lage der
Mutationen sowie dem beobachteten Wachstumsphanotyp. (D) Zellen, die bei (A) einen Wachstumseffekt zeigten wurden,
dreimal 24 h in SD-Flissigmedium kultiviert. Gesamtzellextrakte wurden hergestellt und fiir die Messung der Aktivitaten der
Enzyme Isopropylmalat-lsomerase (Leul), Aconitase (Acol) und Alkoholdehydrogenase (ADH) verwendet. Dargestellt sind
die relativen Enzymaktivitdten normiert auf Wt; fiir die zytosolischen Enzyme Leul und ADH ist der Quotient angegeben.

Alle Experimente wurden dreimal wiederholt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Der Austausch der Glutamatreste 104 und 142 zusatzlich zur Mutation R127E fiihrte zu einem stark
verzégerten Wachstum, das vergleichbar war zu dem ohne Plasmid-kodiertes Cial. Dies indiziert den
vollstandigen Funktionsverlust der mutierten Proteine. Die Doppelmutation von R127E in
Kombination mit dem Austausch von Aspartat 79, Tyrosin 173 oder Aspartat 270 fiihrte zu
schlechtem Wachstum. Hingegen wurde fir die Doppelmutanten 154d (Q154R, R127E), 219d
(D219R, R127E) und 297d (E297K, R127E) der gleiche, schwache Wachstumsdefekt wie fiir die
Mutation R127E allein beobachtet, was zeigt, dass diese Reste keine wichtige Funktion erfiillen. Die
Funktionalitdt der mitochondrialen ISC-Maschinerie und der zytosolischen CIA-Maschinerie wurde
durch Messung der Enzymaktivititen der Fe/S-Proteine Aconitase (Acol, mitochondrial) und
Isopropylmalat-lsomerase (Leul, zytosolisch) tGberprift. Es wurde festgestellt, dass der beobachtete
Wachstumsphanotyp mit einem Verlust der Leul-Aktivitat einherging, ohne dass dabei die Biogenese
des mitochondrialen Reporterenzyms Acol beeintrachtigt war. Insgesamt liel8 sich folgern, dass der
starke Wachstums- und Enzymdefekt bei den Doppelmutanten 104d (E104R, R127E) und 142d
(E142K, R127E) durch einen volligen Verlust der Funktion von Cial hervorgerufen wird, wahrend bei
den lbrigen Mutationen das Cial Protein zumindest partiell funktionsfahig blieb.

Um den Effekt der Mutationen auf die Interaktion von Cial mit anderen Proteinen zu untersuchen
wurden Koimmunprazipitationsexperimente durchgefiihrt und zunachst geeignete
Reaktionsbedingungen etabliert. Die bekannte Nar1-Cial Interaktion (Balk et al, 2005) wurde unter
Uberexpressionsbedingungen beider Proteine untersucht. Daher wurde versucht, die Interaktionen
von Cial in Gal-CIA1-Zellen, die CIA1 und NAR1 von Plasmiden (p415-Narl, p416-CialHA)
exprimierten, nachzuweisen. Fir die Koimmunprazipitation wurden HA-Immunobeads verwendet
und das HA-getaggte Cial Protein immunprazipitiert. Es konnte keine Narl-Koimmunprazipitation

nachgewiesen werden, dafiir wurde eine spezifische Koimmunprazipitation von Cia2
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gefunden (Abb. 4.36A). Alternativ. wurden Gal-NAR1-Zellen mit dem Plasmid p416-CialHA
transformiert. In diesen Zellen ist der endogene NARI-Promotor durch den regulierbaren GAL1-10
Promotor ersetzt worden, so dass durch Kultivierung in Gegenwart von Galaktose die Uberexpression
von NAR1 induziert wird (Balk et al, 2004). Bei den zuvor beschriebenen Pufferbedingungen (Balk et
al, 2005) wurde eine spezifische Koimmunprazipitation flir Cia2 mit Cial gefunden. Narl hingegen
prazipitierte auch in der Kontrollreaktion ohne CialHA Protein (Abb. 4.36B). Bei Wiederholung des
Experiments unter Verwendung von TNETG-Puffer fir die Koimmunprazipitation wurde keine
Prazipitation von Narl beobachtet (Abb. 4.36C). Dies legte die Vermutung nahe, dass Narl unter den
zuvor getesteten Pufferbedingungen nicht stabil gebunden war. Die Variation der Pufferbedingungen
erlaubt damit, verschiedene Protein-Interaktionen des Cial zu verfolgen. Um die Interaktion von Cial
mit Met18 nachzuweisen, wurden Gal-CIA1 Zellen mit den Plasmiden p416-CialHA und p424-Met18
transformiert und Metl18 und HA-getaggtes Cial gleichzeitig (iberexprimiert. Gemeinsam mit dem
prazipitierten CialHA konnten sowohl Cia2 als auch Met18 und sogar Narl koimmunprazipitiert
werden (Abb. 4.36D). Das Signal fur Narl war allerdings schwach, konnte aber reproduzierbar

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.36: Nachweis der in vivo Interaktionen von Cial mit Cia2, Narl und Met18. (A) Gal-CIA1 Zellen wurden mit
den Plasmiden p415-Narl und p416-CialHA beziehungsweise als Kontrolle mit p415-Narl und einem p416-Plasmid ohne
Gen transformiert. Die Zellen wurden 16 h in SD-Medium kultiviert. Von den Zellen wurden Gesamtzellextrakte hergestellt
und diese fir Koimmunprazipitationsexperimente (1h, 4 °C) mit 10 pL HA-Immunobeads (HA probe (F-7) sc-7392, Santa
Cruz Biotechnology) verwendet. (B) Gal-NAR1 Zellen wurden mit p416-CialHA beziehungsweise als Kontrolle mit einem
p416-Plasmid ohne Gen transformiert und 16 h in SGal-Medium kultiviert. Die Durchfiihrung der Koimmunprazipitation
erfolgte analog zu (A). (C) Die gleichen Zellen wie bei (B) wurden fiir eine Koimmunprazipitation mit TNETG-Puffer
verwendet. (D) Gal-CIA1-Zellen wurden mit den Plasmiden p424-Met18 und p416-CialHA beziehungsweise als Kontrolle
mit p424-Met18 und einem p416-Plasmid ohne Gen transformiert. Die Zellen wurden 16 h in SD-Medium kultiviert, und
daraus hergestellte Gesamtzellextrakte wurden fiir Koimmunprazipitationsexperimente (1h, 4 °C) mit 10 pL
HA-Immunobeads verwendet. (A - D) Die erfolgte (+) oder nicht erfolgte (-) Expression der entsprechenden Proteine ist
oberhalb der Blots angegeben. Der Nachweis der immunprazipitierten Proteine erfolgte mittels Immunfarbung mit
spezifischen Antikdrpern nach SDS-PAGE und Western-Blot. Die verwendeten Antikérper sind unterhalb der Blots

angegeben, ebenso wie die fiir die Koimmunprazipitation verwendeten Pufferbedingungen.
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Die etablierten Koimmunprazipitationsbedingungen wurden verwendet, um den Effekt der Mutation
von Cial auf die Interaktionen mit Narl, Cia2 und Metl8 zu Uberprifen. Verglichen wurden die
Auswirkungen des Aminosaureaustausches der Reste D79, E104, E142, Y173 und D270 allein sowie in
Kombination mit der Mutation R127E. Gal-CIA1 Zellen wurden mit dem Plasmid p424-Met18 und den
entsprechenden Wild-Typ- oder Mutanten-Versionen von p416-CialHA transformiert und die Zellen
flir ein Koimmunprazipitationsexperiment verwendet. Um die Mengen der zu untersuchenden
Proteine zu Uberprifen, wurden 50 pg des jeweiligen, TCA-gefdllten Gesamtzellextraktes mittels
Western-Blot und Immunfarbung analysiert (Abb. 4.37A). Cial-depletierte Gal-CIA1-Zellen kénnen
offensichtlich kein Met18 Protein Uberexprimieren. Die Beobachtung, dass ohne Cial auch die
Menge an Cia2 Protein deutlich reduziert war, deutet darauf hin, dass der Proteinkomplex aus Cial,

Cia2 und Met18 bei Fehlen des Cial Proteins destabilisiert ist und vermutlich abgebaut wird.
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Abbildung 4.37: Schwachung der Nar1-Cial Interaktion durch Mutation von Cial. Gal-CIA1 Zellen wurden mit dem Plasmid
p424-Met18 und den entsprechenden Wild-Typ- oder Mutanten-Versionen von p416-CialHA sowie als Kontrolle mit
p424-Met18 und einem p416-Plasmid ohne Gen transformiert. Die Zellen wurden 16 h in SD-Medium kultiviert und es
wurde ein Gesamtzellextrakt hergestellt. (A) 50 pg des Gesamtzellextraktes wurden mit TCA gefallt und danach mittels SDS-
PAGE, Western-Blot und Immunfarbung auf den Proteingehalt von Metl18, Narl, Cial und Cia2 sowie
Phosphoglyceratkinase (Pgk1) als Ladekontrolle untersucht. (B) Gesamtzellextrakte wurden fir
Koimmunprazipitationsexperimente nach Abb. 4.36D verwendet. Der Nachweis der immunprazipitierten Proteine erfolgte
mittels Immunfarbung mit spezifischen Antikérpern. Zum Nachweis von CialHA wurde HA-Antikdper verwendet, der eine
schwache Kreuzreaktion mit den Immunglobulinen der HA-Immunobeads zeigte. (A, B) Die zur Immunfarbung verwendeten

Antikdrper stehen rechts neben den Blots. Zur Beschreibung der mutierten Cial-Proteine siehe Abb. 4.38B.
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In den Cial Einzelmutanten E104R (104s) und E142K (142s) wurde eine vergleichbare
Koimmunprazipitation mit Narl, Cia2 und Met18 wie beim nicht-mutierten Cial Protein beobachtet.
Die Mutation R127E hingegen fiihrte zu einem Verlust der Cial-Narl Koimmunprazipitation, ohne die
von Metl8 oder Cia2 zu beeintrdchtigen (Abb. 4.37B). Das gleiche Resultat wurde fir die
Kombination der Mutationen R127E mit E104R (104d) oder E142K (142d) erhalten. Die Mutation von
D79 oder D270 in Cial destabilisierte offenbar den B-Propeller, wodurch die Cial Proteinmenge
sowohl der Einzelmutanten (79s, 270s) als auch der Doppelmutanten (79d, 270d) stark reduziert
wurde (Abb. 4.37A). In Folge dessen wurde viel weniger Cial Protein immunprazipitiert. Die Menge
an koimmunprazipitiertem Cia2 und Metl8 nahm ebenfalls ab, Narl konnte nicht mehr
nachgewiesen werden. Der Austausch von Tyrosin 173 allein geniigte ebenfalls bereits, um einen
Verlust der Cial-Narl Koimmunprazipitation zu bewirken. Zusammenfassend legt dies nahe, dass die
Mutation von D79, R127, Y173 oder D270 in Cial allein zu einem Verlust der Cial-Narl
Koimmunprazipitation fiihrte.

Dieses etwas (berraschende Ergebnis gab den Anlass zu einer weiteren Uberpriifung der
Funktionalitdit der mutierten Proteine. Zunachst wurde die Komplementation des
Wachstumsdefektes der flr die Koimmunprazipitation verwendeten Zellen lberpriift (Abb. 4.38A).
Unter den getesteten Bedingungen zeigte die R127E Einzelmutante (127s) eine schwache
Komplementation. Die beiden Einzelmutanten D79R (79s) und D270R (270s) komplementierten den
Wachstumsphanotyp beinahe vollstandig, alle weiteren Einzelmutanten komplementierten wie das
nicht-mutierte Cial Protein. Die Kombination der Mutation R127E mit einem weiteren
Aminosaureaustausch von D79 (79d), E104 (104d), E142 (142d), Y173 (173d) oder D270 (270d) fiihrte
zu einem volligen Verlust der Komplementation. Die biochemische Analyse der Funktionalitat der
mutierten Cial Proteine erfolgte durch Messung der Enzymaktivititen der Fe/S-Reporterenzyme
Aconitase (Acol, mitochondrial) und Isopropylmalat-lsomerase (Leul, zytosolisch) in den fir die
Koimmunprazipitation verwendeten Gesamtzellextrakten. Es wurde gefunden, dass eine schlechte
Komplementation des Wachstumsphdnotyps mit dem spezifischen Verlust der Leul-Aktivitat
korrelierte: alle Doppelmutanten und die Einzelmutante R127E (127s) wiesen nur noch die
Enzymaktivitat von Cial depletierten Gal-CIA1 Zellen auf (Abb. 4.38C). Die Mutation der Reste E104
und E142 allein verringerte die Leul-Aktivitdt nur schwach, was auf einen milden Effekt auf die
Funktionalitdt des Cial Proteins hindeutete. Etwas starker wurde die Leul-Aktivitat bei Austausch
der Aminosdauren D79, Y173 und D270 erniedrigt, gleichbedeutend mit einer stdarkeren
Beeintrachtigung der Funktion des Cial. In allen Fallen blieb die Leul-Proteinmenge gleich. Der
Verlust der Enzymaktivitat ist damit auf einen Verlust des Fe/S-Clusters zurlckzufiihren. Der Effekt
war spezifisch fur zytosolische Fe/S-Enzyme, da die Aktivitdt des mitochondrialen Fe/S-Enzyms Acol

in allen Fallen unbeeinflusst blieb. Es lasst sich festhalten, dass die Komplementation des
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Wachstumsdefektes mit der spezifischen Leul-Aktivitat korrelierte. Der Wachstumseffekt ist deutlich
starker unter Bedingungen, in denen neben Cial mit Metl8 eine weitere Komponente der CIA-
Maschinerie lGberexprimiert wird. Wachstumsdefekt und Verlust der Leul-Aktivitadt sind eine direkte
Konsequenz der Funktionalitat der mutierten Cial Proteine. Die Narl-Cial Interaktion wird durch die
eingefiihrten Mutationen unmittelbar geschwacht, so dass keine Koimmunprazipitation mehr
beobachtbar ist. In den Fdllen der Mutation von D79 und D270 handelt es sich vermutlich um einen
indirekten Effekt, der durch Destabilisierung des Cial B-Propellers verursacht wird. Der fir die
Interaktion wichtigste Rest ist R127, gefolgt von E104 sowie E142. Doppelmutation von R127 mit

einem der beiden Reste fiihrt zu einem vélligen Verlust der Cial Funktion.
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Abbildung 4.38: Die Schwiachung der Interaktion von Narl-Cial beeintrachtigt direkt die Funktion von Cial. (A) Gal-CIA1
Zellen wurden mit dem Plasmid p424-Metl18 und den entsprechenden Wild-Typ- oder Mutanten-Versionen von p416-
CialHA sowie als Kontrolle mit p424-Met18 und einem p416-Plasmid ohne Gen transformiert. Die Zellen wurden 16 h in SD-
Flissigmedium kultiviert. Eine serielle Verdiinnung von jeweils 1:10 mit einer ODgggnm Von 0,5 als Anfangswert wurde von
links nach rechts auf frische Agarplatten mit Galaktose (SGal) oder Glukose (SD) als Kohlenstoffquelle aufgebracht und die
Platten fiir drei Tage bei 30 °C inkubiert. (B) Ubersicht (iber die getesteten Cial-Mutanten mit Lage der Mutationen sowie
dem beobachteten Wachstumsphanotyp. (C) In den fir die Koimmunprazipitation verwendeten Gesamtzellextrakten (siehe
Abb. 4.37) wurden die Enzymaktivitit der Enzyme Isopropylmalat-lsomerase (Leul), Aconitase (Acol) und
Alkoholdehydrogenase (ADH) gemessen. Dargestellt sind die relativen Enzymaktivitdten normiert auf Wt; fiir die
zytosolischen Enzyme Leul und ADH ist der Quotient angegeben. Alle Experimente wurden dreimal wiederholt. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Unten sind die Proteingehalte von Leul, Cial und Phosphoglyceratkinase
(Pgkl) als zytosolische Ladekontrolle sowie Acol und Porin als mitochondriale Ladekontrolle in 50 ug Gesamtzellextrakt

nach Immunfarbung dargestellt.
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5 Diskussion

5.1. Funktionen und Spezifitéiiten eukaryotischer MB-Typ Ferredoxine

5.1.1. Einteilung von eukaryotischen MB-Typ Ferredoxinen in drei Untergruppen

Das einzige Ferredoxin Yahl aus S. cerevisiae ist beteiligt an mindestens drei metabolischen
Prozessen: der Fe/S-Cluster-Biogenese (Lange et al, 2000), der Hydroxylierung von Hdm O zu Ham A
(Barros et al, 2001; Barros et al, 2002) und der Biosynthese von Koenzym Qg (Pierrel et al, 2010). Der
Prozess der Fe/S-Cluster Biogenese ist im Unterschied zur Hdm A Biosynthese und der Koenzym Qg
Biosynthese auch unter fermentativen Bedingungen essentiell. Die Funktion der humanen
Ferredoxine Fdx1 und Fdx2 wurde in vivo durch Komplementation von Hefezellen getestet, in denen
das Hefe-Ferredoxin Yah1 depletiert war. Es wurde festgestellt, dass Fdx2 im Gegensatz zu Fdx1 den
Wachstumsdefekt der Hefezellen unter fermentativen Depletionsbedingungen komplementierte.
Unter respiratorischen Depletionsbedingungen konnte hingegen keine Komplementation beobachtet
werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass humanes Fdx2 die ,,ISC-Funktion” von Yah1 erfiillen und es in der
Biogenese von Fe/S-Clustern funktionell ersetzen kann. Konsequenterweise bedeutet die fehlende
Komplementation unter respiratorischen Depletionsbedingungen, dass Fdx2 die ,Respirations-
Funktion(en)“ von Yah1 nicht erflllen kann. Die Unterscheidung der beiden in Frage kommenden
Biosyntheseprozesse wird dadurch erschwert, dass eine fehlfunktionierende Koenzym Qg
Biosynthese einen Effekt auf die Aktivitdt der Atmungskettenkomplexe haben kann. Zum Beispiel
betragt in den Hefezellen coq3A, die kein Koenzym Qg synthetisieren kénnen, die Aktivitat der
Cytochrom c¢ Oxidase (COX) nur noch etwa 5 % des Wertes von Wild-Typ Zellen (Do et al, 2001). Die
Aktivitat der COX liegt damit im gleichen Bereich wie in Zellen, die keinen funktionellen Cytochrom
bc; Komplex (corlA) oder keine funktionelle FiFy-ATPase (atp2A) mehr besitzen (Do et al, 2001).
Trotzdem konnte in einer noch nicht veroffentlichten Studie gezeigt werden, dass Fdx2 unter
respiratorischen Depletionsbedingungen bei Zugabe von Vanillinsaure Yah1 funktionell ersetzen kann
(F. Pierrel, personliche Mitteilung). Dieses Resultat wird dadurch erklart, dass Yahl fiir die
5‘-Hydroxylierung durch die Monooxygenase Coqg6 in der Biosynthese von Koenzym Qg benétigt wird.
Vanillinsdure ist ein Intermediat der Koenzym Qg Synthese, welches keine 5‘-Hydroxylierung mehr
bendtigt und daher unabhdngig von mitochondrialem Ferredoxin Yahl in Koenzym Qg umgewandelt
werden kann (F. Pierrel, persénliche Mitteilung). Folglich kann Fdx2 die Funktion von Yah1 in der
Biosynthese von Koenzym Qg nicht erfiillen. Gleichzeitig bedeutet das Wachstum von Fdx2
komplementierten Gal-YAH1 Zellen unter respiratorischen Bedingungen bei Zugabe von

Vanillinsdure, dass Fdx2 Elektronen fiir die Hydroxylierung von Hdm O zu Ham A liefern kann. Fdx2
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erflllt demnach die ISC-Funktion und die Hdm A Biosynthese-Funktion von Yahl, nicht aber die
Koenzym Qg Biosynthese-Funktion (F. Pierrel, personliche Mitteilung) (Sheftel et al, 2010).

Fdx1 hingegen kann nicht die ISC-Funktion von Yahl erfiillen und daher wachsen Fdx1
komplementierte Gal-YAH1 Zellen nicht unter fermentativen Depletionsbedingungen. Die Funktion
von Fdxl in der Koenzym Qg Biosynthese scheint ebenfalls unwahrscheinlich, da Fdx1
komplementierte Gal-YAH1 Zellen den gleichen Verlust an Koenzym Qg zeigen wie Fdx2
komplementierte Gal-YAH1 Zellen (F. Pierrel, personliche Mitteilung). Ob Fdx1 in der Lage ist
Elektronen fur die Hdm A Biosynthese zu liefern ist schwierig zu sagen, da eine funktionierende Fe/S-
Cluster Biogenese essentiell fiir die Hefezelle ist. Eine definitive Antwort auf die Frage, ob Fdx1
Elektronen fiir die Biosynthese von Hdm A und Koenzym Qg liefern kann, diirfte erst durch weitere in
vitro Experimente erhalten werden. Der physiologische Prozess fiir den die Elektronenibertragung
durch Fdx1 (Adx in Rind) bendtigt wird, wurde bereits 1966 beschrieben und rekonstituiert (Omura et
al, 1966). NADPH, FdxR und Fdx1 bilden eine Elektronentransferkette fiir das Hydroxylierungssystem
von Nebennierenmitochondrien, das Reduktionsdquivalente auf Cytochrom P450 Enzyme (CYP)
Ubertragt. CYP sind fiir die Oxidation organischer Verbindungen verantwortlich, in der Regel in Form
einer Hydroxylierung. In menschlichen Zellen gibt es insgesamt sieben mitochondriale CYP, die an der
Steroidbiosynthese, Vitamin D; Stoffwechsel oder der Biosynthese von Gallensduren beteiligt sind
(Annalora et al, 2010).

Hefen produzieren weder Steroidhormone oder Gallensdauren noch besitzen sie einen Vitamin Ds;
Stoffwechsel. In S. cerevisiae sind lediglich drei mikrosomale CYP bekannt: DIT2 (CYP56), ERG5
(CYP61), und ERG11 (CYP51) (Nelson, 2009). Die Situation in S. pombe ist dhnlich, hier findet man
allerdings nur die beiden Homologen von ERG5 und ERG11, die an der Ergosterolbiosynthese
beteiligt sind. Folglich gibt es zumindest in den Hefen S. cerevisiae und S. pombe kein physiologisches
P450 Enzym als ,,Substrat” flir das mitochondriale Ferredoxin.

Die funktionale Unterscheidung zwischen den MB-Typ Ferredoxinen konnte durch bioinformatische
Analysen bestatigt werden. Pilze enthalten nur ein einzelnes mitochondriales Ferredoxin, wahrend in
hoheren, tierischen Eukaryoten zwei Ferredoxine gefunden wurden. Aufgrund spezifischer
Sequenzmotive lassen sich drei Untergruppen formulieren: Fdx1-Typ Ferredoxine weisen zwei
zusatzliche Aminosauren nach a-Helix C auf und zeichnen sich durch das LIF-Tripeptid in B-Strang D
aus; Fdx2-Typ Ferredoxine weisen einen hoch konservierten C-Terminus auf; Pilz-Typ Ferredoxinen
fehlen die zuvor genannten Charakteristika der beiden anderen Untergruppen. In allen drei
Untergruppen konservierte Reste sind zum einen wichtig fiir die strukturelle Integritat des Proteins,
zum anderen spiegeln sie die Interaktionsstelle mit der Ferredoxinoxidoreduktase wieder. Die

primdre Interaktionsstelle liegt in a-Helix F und umfasst die Reste D(E)72, D76 und D79. Die
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funktionellen Unterschiede zwischen den Untergruppen sind in den nicht in allen Ferredoxinen

konservierten Bereichen kodiert.

5.1.2. Fdx1 und Fdx2 sind trotz struktureller Ahnlichkeit hochspezifische Elektroneniibertriger

und unterscheiden sich funktionell von Yah1l

Die beiden humanen Ferredoxine Fdx1 und Fdx2 weisen eine verbliffend hohe Funktionsspezifitat
auf (Sheftel et al, 2010). Um dies besser zu verstehen, wurde in dieser Arbeit die Struktur des
humanem Ferredoxins Fdx2 bestimmt und mit der bekannten Struktur des zweiten humanen
Ferredoxins Fdx1 verglichen. Beide Proteine sind [2Fe-2S] Ferredoxine vom MB-Typ, weisen die fir
diese Proteine typische B-grasp Faltung auf und sind &ahnlich gefaltet wie andere MB-Typ
Ferredoxine. Ein struktureller Unterschied zwischen Fdx1 und Fdx2 besteht in der Orientierung von
a-Helix C, bedingt durch das Fehlen einer Schlaufe unmittelbar nach a-Helix C in Fdx2. Da die
strukturelle Ahnlichkeit zwischen monomeren Fdx1 und Fdx2 groR ist, wurde untersucht, ob
Unterschiede im Oligomerisierungszustand eine Erklarung fir die Funktionsspezifitaten liefern
kénnten. Fir den Mechanismus des Elektronentransfers von Fdx1 auf CYP wurde ein Modell
vorgeschlagen, in dem das Ferredoxin im oxidierten Zustand als Dimer vorliegt und nach Reduktion in
Monomere zerfillt, die dann fir die Elektroneniibertragung auf CYP sorgen (Beilke et al, 2002). Es
wurde beobachtet, dass Fdx1 und Fdx2 sowohl im reduzierten als auch im oxidierten Zustand als
Dimer vorliegen. Die Dimerisierung war nicht abhangig vom C-Terminus der Proteine. AuRRerdem
konnte gezeigt werden, dass auch Yahl aus Hefe immer als Dimer vorliegt. Es folgt, dass
Unterschiede im Oligomerisierungszustand nicht fir die funktionellen Unterschiede verantwortlich
sein konnen. In diesem Zusammenhang wurde der von Beilke und Kollegen vorgeschlagene
Mechanismus der Elektroneniibertragung von Fdx1 (Adx) auf CYP (Beilke et al, 2002) untersucht und
festgestellt, dass er durch keine der bislang bekannten Strukturen von MB-Typ Ferredoxinen
unterstitzt wird.

Die fur die ISC-Funktion von Fdx2 relevanten Reste wurden zundchst durch Aminosdureaustausche in
Fdx2 analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die ISC-Funktion von Fdx2 strikt abhangig ist vom
C-Terminus des Proteins, was die hohe Konservierung dieses Bereiches im Fdx2 erklart. Eine Deletion
der letzten 12 Aminosauren fihrt zum volligen Verlust der ISC-Funktion von Fdx2. Im Gegensatz dazu
ist der C-Terminus von Fdx1 nicht wichtig fiir dessen Funktion. Fiir Adx, das Fdx1-Typ Ferredoxin aus
Rind, ist schon lange bekannt, dass eine C-terminale Verkiirzung zu einer leichten Erhohung der
Elektronentransferaktivitat in vitro fiihrt (Cupp & Vickery, 1989). Wichtig flr die Funktion von Fdx2
sind auBerdem Bereiche, die fiir die strukturelle Integritdt bedeutsam sind und deren Mutation zu
einer Destabilisierung des [2Fe-2S] Clusters fihrt (B-Strang D). Ebenfalls von funktioneller Bedeutung
ist der Rest A48, der eine Wasserstoffbriicke zum Fe/S-Cluster ausbildet und einen Einfluss auf den

Elektronentransfer haben kénnte. Letztlich konnte gezeigt werden, dass auch die Proteinregionen,
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die strukturelle Unterschiede zu Fdx1 aufwiesen, fur die ISC-Funktion bedeutend sind. Dies betrifft
die a-Helix C sowie die Reste in der Schlaufe unmittelbar danach, welche in der Interaktion mit dem
Zielprotein involviert sein kénnten. In Abb. 5.1 sind die wichtigen Oberflachenreste von Fdx2 gezeigt,
wobei der C-Terminus fehlt, da nur das verkiirzte Protein aufgrund der Flexibilitdt des C-Terminus

kristallisierte.

FdxR-

Abbildung 5.1: Darstellung der fiir die Funktion von Fdx2 wichtigen Oberflachenreste. Die Struktur von Fdx2 (2Y5C) ist in
leicht transparenter Oberflachendarstellung abgebildet. Die primdre FdxR-Bindungsstelle ist blau und das C-terminale
Arg109 gelb markiert. Die letzten 12 Aminosduren fehlen in der Struktur, Gber ihre Orientierung ist nichts bekannt. Orange

gefarbt sind die fiir die Funktion von Fdx2 wichtigen Bereiche in und um a-Heilx C.

In einem zweiten Schritt wurden Reste im Fdx1 Protein ausgetauscht, um zu klaren welche Bereiche
des Fdx2 fur die Spezifitat der ISC-Funktionalitat verantwortlich sind. Dies gelang durch Austausch
der 27 C-terminalen Reste von Fdxl gegen die entsprechenden Aminosdauren aus Fdx2 in
Kombination mit weiteren Mutationen. Einen positiven Effekt hatten der Austausch von B-Strang D
sowie der Austausch von a-Helix C und der Reste 48/ 49. Der B-Strang D liegt im Proteininneren, ist
etwa 10 A vom Fe/S-Cluster entfernt und hat keine direkten Kontakte zu ihm. Es scheint daher
zunachst unwahrscheinlich, dass der Austausch einen direkten Effekt haben kann. Andererseits ist in
einer aktuellen Studie mit einem Ferredoxin aus einem thermophilen Cyanobakterium gezeigt
worden, dass der Austausch einer Schlaufe in 20 A Entfernung vom Fe/S-Cluster das Redoxpotential
um 57 mV verinderte, ohne dabei strukturelle Anderungen hervorzurufen (Nechushtai et al, 2011).
Ein Einfluss auf den Fe/S-Cluster kann aus diesem Grund nicht ausgeschlossen werden. Der Rest A48
bildet in Fdx2 eine Wasserstoffbriicke zum Fe/S-Cluster, analog dazu bildet G48 in Fdx1 eine ahnliche
Wasserstoffbriicke. Beide Reste kdnnten daher ein Teil des Elektronentransferweges sein oder
diesen direkt beeinflussen. Der Austausch der geladenen a-Helix C wiederum konnte unmittelbar
eine Protein-Protein-Interaktion beeinflussen. Die genaue Funktion des C-Terminus von Fdx2 bleibt
unklar. Es kann allerdings spekuliert werden, dass er aufgrund seiner hohen Konservierung fiir die

Bindung eines Proteinpartners wichtig ist.



126 Diskussion

Die erfolgreiche Einflihrung einer ISC-Funktion in Fdx1 konnte neben der Komplementation von
Gal-YAH1 Zellen unter fermentativen Depletionsbedingungen auch biochemisch verifiziert werden.
Die Enzymaktivititen des Fe/S-Enzyms Aconitase sowie des Ham-abhiangigen Enzyms Katalase
werden durch die mutierten Fdx1 Proteine wie der Wachstumsphanotyp partiell komplementiert.

Die gezeigte Funktionseinfihrung war umso bemerkenswerter, als dass die funktionellen
Unterschiede zwischen Fdx1 und Fdx2 generell kompliziert in der Aminosauresequenz kodiert sind.
Veranschaulicht wird dieses Phanomen dadurch, dass der Austausch von B-Strang D in Fdx1 ohne
Einfluss auf den Fe/S-Cluster ist, wohingegen ein solcher Austausch in Fdx2 den Fe/S-Cluster
destabilisiert. Mit den Resten F43-G44 verhilt es sich genau umgekehrt: die Deletion dieser Reste in
Fdx1 destabilisiert den Fe/S-Cluster, Einfilhrung der Reste in Fdx2 beeinflusst zwar die Eigenschaften
des Fe/S-Cluster, wirkt aber nicht destabilisierend. AuBerdem werden die hoch komplizierten
Unterschiede auch dadurch verdeutlicht, dass in Yahl weder der C-Terminus noch B-Strang D oder
F43-G44 eine kritische Rolle fiir die ISC-Funktion erfillen. Verbliffenderweise haben diese Regionen
aber einen Einfluss auf die Funktion von Yahl unter respiratorischen Depletionsbedingungen und
sind daher wahrscheinlich wichtig fiir die Koenzym Qg Biosynthese.

Die Spezifitdt der Elektronenibertragung von humanem Fdx1 auf mitochondriale Cytochrom P450
Enzyme (CYP) im Vergleich zu Fdx2 ist ebenfalls erstaunlich hoch. Der Unterschied betragt
mindestens den Faktor 500. Pilz-Typ Ferredoxine wie Yah1l aus S. cerevisiae oder Etplfd aus S. pombe
(Schiffler et al, 2004) scheinen in diesem Zusammenhang eine Zwischenstellung einzunehmen, ihr
Umsatz liegt zwischen dem von Fdx1l und Fdx2. Da beide Hefen jedoch keine mitochondrialen
Cytochrom P450 Enzyme besitzen (Nelson, 2009) handelt es sich bei diesen
Elektronentransferreaktionen um physiologisch nicht relevante Aktivitaten. Die Erzeugung einer
Elektronentransferaktivitat auf CYP gelang flir Fdx2 nach Einflihrung der Schliisselmutation R73E. Mit
einem Glutamat an Position 73 in Fdx2 konnte ca. 7 % des Fdx1 Umsatzes erzielt werden. Dieser
Umsatz entspricht einer Aktivitatssteigerung um den Faktor 35 im Vergleich zu Fdx2 ohne Mutation.
Die fiir den Elektronentransfer auf CYP wichtigen Reste konnten durch Mutagenese-Studien und
chemische Modifikationsstudien identifiziert und analysiert worden (Ewen et al, 2011). Die primare
Interaktionsregion von Fdx1 (Adx) fiir CYP liegt auf a-Helix F und Gberlappt mit der FdxR-Bindestelle
(Vickery, 1997). Die wichtigsten Reste sowohl fiir FdxR-Bindung als auch fiir CYP-Bindung sind D76
und D79 (Coghlan & Vickery, 1991). Die Mutation von D72 in Fdx1 zeigte erheblich schwachere
Effekte hinsichtlich FdxR-Bindung und CYP-Bindung und die Punktmutanten E73A sowie E73Q zeigten
nur einen Effekt auf die Bindung von CYP und nicht auf die Bindung von FdxR (Coghlan & Vickery,
1991). In Abb. 5.2 ist die priméare Interaktionsstelle der humanen Ferredoxine Fdx1 und Fdx2 mit

jener der Pilz-Typ Ferredoxine Yah1 und Etplfd verglichen.
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Abbildung 5.2: Vergleich der primaren Interaktionsstelle von Fdx1, Fdx2, Yahl und Etplfd. Die Aminosduresequenzen der
Reste 68 bis 84 von Fdx1, Fdx2, Yahl und Etplfd sind abgebildet. Identische Reste sind hellgrau und dhnliche Reste

dunkelgrau unterlegt. R73 in Fdx2 ist schwarz hervorgehoben.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die fiir die Interaktion mit FdxR wichtigen Reste D(E)72, D76 und
D79 in allen Ferredoxinen gleich sind. Aminosdure 73 ist in Fdx2 im Gegensatz zu allen anderen
Ferredoxinen positiv geladen und eine Ladungsumkehr befdhigt das entsprechend mutierte Fdx2
Protein zum Elektronentransfer auf CYP. Diese Beobachtungen lassen sich an Hand der
Kristallstruktur des quervernetzten Adx-AdxR-Komplexes (Muller et al, 2001b) veranschaulichen

(Abb. 5.3).
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Abbildung 5.3 (Seite 127): Die Interaktionen von Adx (Fdx1) oder Fdx2 mit der Ferredoxinoxidoreduktase sind identisch
und unabhangig von Rest73. Jeweils links findet sich die Darstellung der experimentell bestimmten Kristallstruktur des Adx-
AdxR Komplexes (1E6E, (Muller et al, 2001b)) und rechts das Modell des Komplexes von AdxR mit Fdx2. Das Modell wurde
generiert durch Ersatz von Adx durch Fdx2 (2Y5C). (A) Oberflachendarstellung des Komplexes von AdxR (gelb) mit Adx
(orange) oder mit Fdx2 (hellblau). Zur Visualisierung des FAD-Kofaktors und des Fe/S-Cluster wurde eine
Oberflachentransparenz von 75 % gewahlt. Der entscheidende Rest 73 ist rot in Adx (E73) und blau in Fdx2 (R73)
dargestellt. (B) Detailansicht der Interaktionen zwischen AdxR und Adx bzw. Fdx2. In der experimentell bestimmten Struktur

sind die Interaktionen durch gestrichelte Linien dargestellt. Die wichtigsten Reste sind beschriftet.

Die Interaktion von Adx aus Rind (87 % identisch zu humanem Fdx1l) mit der
Ferredoxinoxidoreduktase AdxR werden primar durch Salzbriicken der sauren Reste D72, D76 und
D79 mit den basischen Resten R211, R240 und R244 von AdxR ausgemacht. Die drei Argininreste sind
konserviert und werden auch in der Ferredoxinoxidoreduktase aus Mensch oder Hefe gefunden.
Tatsachlich sind die beiden den Resten 240 und 244 entsprechenden Arginine von humaner FdxR
(R239 und R243) bereits vor der Veroffentlichung der Struktur des Adx-AdxR-Komplexes als wichtig
fir die Interaktion beschrieben worden (Brandt & Vickery, 1993). Die sekundare Interaktionsstelle
liegt um die kovalent verknilipften Reste K27 aus AdxR und D39 aus Adx und beinhaltet eine
Wasserstoffbriicke zwischen H28 und D41. Aullerdem existiert noch eine weitere Wasserstoffbriicke
zwischen N60 aus AdxR und dem Carbonylsauerstoff von C46 aus Adx. Sowohl der basische Charakter
der Reste 27 und 28 als auch N60 sind konserviert in den Ferredoxinoxidoreduktasen aus Mensch,
Rind und Hefe. Ebenso sind die fiir die Interaktion wichtigen Reste in allen eukaryotischen MB-Typ
Ferredoxinen konserviert. In Ubereinstimmung damit zeigt das Modell des Komplexes aus Fdx2 und
AdxR, dass alle fiir die Interaktionen wichtigen Reste auch in Fdx2 existieren und absolut kompatibel
mit identischen Bindungswechselwirkungen sind. Rest 73 zeigt in beiden Fallen von der
Interaktionsflache weg und ist nicht an der Bindung beteiligt.

Die positive Ladung an Position 73 in Fdx2 blockiert offensichtlich den Elektronentransfer auf CYP.
Interessanterweise ist der entsprechende Rest in Adx aus Rind (E73) bereits gegen ein Alanin oder ein
Glutamin ausgetauscht worden (Coghlan & Vickery, 1991). Dies fiihrte zu einer Verringerung der
Cholesterolseitenkettenspaltungsaktivitat durch CYP11A1 um etwa 50 %. Dies veranschaulicht, dass
Rest 73 nicht allein entscheidend ist flr die Spezifitdt von Fdx1 (Adx) fur CYP. Allerdings verhindert
die positive Ladung an Position 73 den Elektronentransfer von Fdx2 auf CYP und eine negative
Ladung an dieser Stelle scheint Grundvoraussetzung fiir den Elektronentransfer auf CYP zu sein. In
gleicher Weise kann die Analyse der primaren Interaktionsstelle (Abb. 5.2) nicht erkldaren, warum
Etplfd und Yah1l sich in ihrer Spezifitat flir CYP deutlich voneinander unterscheiden. Etplfd dhnelt
eher Fdx1, wahrend Yahl eher Fdx2 mit der Mutation R73E &dhnelt. Der einzige mit dieser
Unterscheidung konsistente Rest D68 (P68 in Fdx2 und Yah1) wurde bereits als nicht wichtig fir den
Elektronentransfer auf CYP11A1 beschrieben (Coghlan & Vickery, 1991). Umgekehrt wurde in dieser

Arbeit gezeigt, dass die entsprechende Region nicht wichtig fiir die ISC-Funktion von Fdx2 ist.
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5.1.3. Der mogliche Einfluss des Dipolmoments der Ferredoxine auf ihre Funktionsspezifititen

Die erfolgreiche Einflihrung einer ISC-Funktion in Fdx1 gelang durch Austausch der 27 C-terminalen
Reste von Fdx1 gegen die entsprechenden Aminosduren aus Fdx2 in Kombination mit weiteren
Mutationen. Die erzeugte ISC-Funktionalitat war partiell im Vergleich zu Fdx2. Ebenfalls erfolgreich
war die Erzeugung von Elektronentransferaktivitat auf CYP durch Einflihrung der Schliisselmutation
R73E in Fdx2. Gleichzeitig storte der C-Terminus von Fdx2 den Elektronentransfer auf CYP nicht und
der Unterschied im Cortisolumsatz von Fdx2 Proteinen mit der Mutation R73E mit und ohne den
C-Terminus des Proteins war fast ununterscheidbar. Im Vergleich zu Fdx1 war der Umsatz um den
Faktor 12 geringer, die erzeugte Elektroneniibertragungsfunktionalitat also wieder partiell. Es scheint
daher wahrscheinlich, dass neben den in dieser Arbeit bestimmten, bedeutsamen Aminosaureresten
und Bereichen der humanen Ferredoxine, auch globale Eigenschaften der Proteine einen Beitrag zur
hohen Substratspezifitat leisten.

Die Ahnlichkeit der Elektronentransferaktivitit auf CYP von Fdx2 mit der Mutation R73E mit und
ohne den C-Terminus zeigt, dass die Unterschiede zwischen den Proteinen Fdx1 und Fdx2 auch in
den Kernbereichen ohne den C-Terminus liegen. Ein Vergleich der Strukturen der C-terminal
verkiirzten Proteine im Hinblick auf biophysikalische Eigenschaften sollte daher hilfreich flir das
Verstandnis der funktionellen Unterschiede sein. Die elektrostatischen Oberflachenpotentiale von
Fdx1 und Fdx2 unterscheiden sich deutlich voneinander (Abb. 5.4), obwohl der pl-Wert der Proteine
dhnlich ist (4,57 flr Fdx1; 4,70 flr Fdx2). Geladene Aminosaduren scheinen in Fdx2 eher gleichmaRig
Uber die Proteinoberflache verteilt zu sein, wahrend in Fdx1 eine deutliche Ladungsseparation zu

beobachten ist.
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Abbildung 5.4 (Seite 129): Fdxl1 und Fdx2 zeigen eine unterschiedliche Verteilung der Oberflachenladungen.
(A) Elektrostatische Oberflachenpotentiale von humanem Fdx1 (links, Modell wie in Abb. 4.5) und Fdx2 (rechts, 2Y5C)
wurden mit dem ,Adaptive Poisson-Boltzmann Solver plugin® flir Pymol berechnet (Baker et al, 2001). Rot, negative
geladene Aminosduren; blau, positiv geladene Aminosauren. (B) Darstellung von Fdx1 und Fdx2 in der gleichen
Orientierung wie in (A). Die wichtigsten Reste der primdren Interaktionsstelle in a-Helix F sind dargestellt: die Reste 72, 76

und 79 sind wichtig fir die FdxR-Bindung und Rest 73 ist kritisch fiir den Elektronentransfer zu CYP.

Protein-Protein-Wechselwirkungen bei Elektronentransferreaktionen existieren fiir eine Lebensdauer
von Millisekunden und sind durch Kg-Werte im millimolarem bis mikromolarem Bereich
gekennzeichnet (Bendall, 1996; Gray & Winkler, 2010; Hannemann et al, 2009). Prinzipiell kénnen
drei Phasen der Reaktion unterschieden werden: 1. Ausbildung eines aktiven Donator-Akzeptor-
Komplexes, 2. Transfer eines Elektrons durch Elektronentunneln und 3. Dissoziation der beiden
Komponenten (Gray & Winkler, 2005). Die Kurzlebigkeit der Elektronentransferkomplexe erschwert
die Untersuchung des Prozesses der Elektronenlbertragung zwischen Proteinen, da die
Ubergangszustande nur schwer vorhergesagt werden kdnnen (Gray & Winkler, 2010). Es wird aber
angenommen, dass sich die Proteine vor allem durch elektrostatische Wechselwirkungen einander
nahern, was durch das Proteindipolmoment und das externe elektrische Feld beeinflusst werden
sollte (Hannemann et al, 2009). Diese elektrostatische Steuerung der Proteininteraktion fihrt
vermutlich zur Ausbildung eines spezifischen ,encounter complex” (Selzer & Schreiber, 2001), der
letztlich zur Ausbildung des aktiven Elektronentransferkomplexes fiihrt (Hannemann et al, 2009). Um
zu untersuchen, ob das Dipolmoment der humanen Ferredoxine Fdx1 und Fdx2 eine Erklarung fir die
Funktionsspezifitaten liefern kann, wurden die Dipolmomente mit Hilfe des “Protein Dipole Moments
Server” (http://bioinfo.weizmann.ac.il/dipol/) (Felder et al, 2007) bestimmt und miteinander
verglichen (Abb. 5.5). Der Betrag des Dipolmomentes in Adx und Fdx1 ist je nach verwendetem
Monomer gewissen Schwankungen unterworfen. Ebenso variiert die Orientierung etwas, dennoch
scheint sie im Mittel nahezu identisch zu sein. Dies passt gut zur beobachteten homologen Funktion
der beiden Proteine und zeigt an, dass die Berechnungen im Rahmen gewisser Schwankungen
sinnvolle Ergebnisse lieferten. Interessanterweise weist sogar das Dipolmoment des Volllangen Fdx1-
Proteins (3P1M) trotz der ungewdhnlichen Anordnung des C-Terminus (siehe Abb. 4.12) in eine
dhnliche Richtung wie bei C-terminal verkirztem Fdx1l. Der C-Terminus scheint daher fir die
Orientierung des Dipolmoments in Fdx1 nicht ausschlaggebend zu sein. Die Beobachtung, dass
C-terminal verkirztes Adx immer noch genauso gut Elektronen an CYP liefern kann wie das
Vollldngenprotein (Cupp & Vickery, 1989), unterstiitzt in diesem Zusammenhang die Betrachtung der
Ferredoxine ohne C-Terminus. Bemerkenswerterweise ist der Dipolmomentvektor von Fdx2 nahezu
senkrecht zu dem von Fdx1 orientiert. Derjenige von Etplfd liegt zwischen dem von Fdx1 und Fdx2
und das Dipolmoment von Yahl dhnelt mehr dem von Fdx2. Dies passt gut zur Beobachtung, dass

Fdx1 und Adx nahezu gleichen Cortisolumsatz katalysieren, wahrend mit Fdx2 keine
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Elektroneniibertragung méglich ist. Etp1™ liegt zwischen den beiden Extremwerten und Yah1 erlaubt

nur maRigen Elektronentransfer auf CYP.

Adx

Fdx1

Fdx2

Etp1fd

Yahl

Abbildung 5.5: Unterschiede im Dipolmoment als mégliche Erklarung fiir die Funktionsspezifititen von Fdx1 und Fdx2.
Mittels des “Protein Dipole Moments Server” (Felder et al, 2007) wurden die Dipolmomente der bekannten Strukturen von
bovinem Adx (1AYF; 1CJE; 1E6E), humanem Fdx1 (3P1M), humanem Fdx2 (2Y5C) und S. pombe Ferredoxin Etplfd (2WLB)
sowie der Strukturmodelle von humanem Fdx1 (basierend auf Adx 1AYF; Adx 1CJE; Adx 1E6E; Fdx2 2Y5C) und S. cerevisiae
Yah1l (basierend auf Etplfd 2WLB; Fdx2 2Y5C) berechnet. Alle Strukturmodelle wurden mit SWISS-MODEL (Arnold et al,
2006) berechnet. Das Dipolmoment wurde fiir monomeres Ferredoxin in der asymmetrischen Einheitszelle berechnet.
Dargestellt ist das Dipolmoment durch eine rot-blaue Linie mit dem negativen Ende des Dipolmomentvektors in rot und
dem positiven Ende in blau. Per Definition zeigt der Dipolmomentvektor vom Ladungsschwerpunkt der negativen Ladungen
zum Schwerpunkt der positiven Ladungen. Jedes Ferredoxin ist in der Cartoon-Darstellung mit allen berechneten
Dipolmomenten in drei unterschiedlichen Orientierungen gezeigt: Adx - orange, Fdx1 - grau, Fdx2 - grin, Etplfd -

lachsfarben, Yah1 - weinrot.
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Zum vergleich wurden das Dipolmoment der Fdx2 Punktmutation R73E und des IscFdx aus dem ISC-
Gencluster von E. coli (Takahashi & Nakamura, 1999) berechnet (Abb. 5.6). Es zeigte sich, dass der
Austausch von Arginin 73 gegen Glutamat das Dipolmoment von Fdx2 leicht veradnderte,
interessanterweise bewegt es sich auf den Dipolmomentvektor von Fdx1 zu. Das Dipolmoment von
IscFdx ist vollig verschieden von dem von Fdx1 und dhnelt von der Orientierung her eher dem von
Fdx2. Folglich sollte mit es auch nicht zum Elektronentransfer auf CYP fahig sein. Dies passt dazu,
dass keine Notwendigkeit flr eine solche Funktion besteht, da E. coli keine Cytochrom P450

abhdngigen Enzyme besitzt (Omura, 2010).

Abbildung 5.6: Anderung des Dipolmomentes durch den Austausch von R73 in Fdx2 und Vergleich mit dem ISC
Ferredoxin aus E. coli. Die Berechnung des Dipolmomentes erfolgte wie bei Abb. 5.5. Dargestellt sind die Dipolmomente
verschiedener Ferredoxine in der Struktur von Adx. Der Dipolmomentvektor beginnt jeweils im Protein und ist nach auRen
orientiert. Es wurden reprdsentative Dipolmomente ausgewahlt, die am ehesten dem Mittelwert des Ensembles der
Dipolmomente aus Abb. 5.5 entsprachen: Adx - orange, Fdx1 - grau, Fdx2 - griin, Fdx2 R73E - hellgriin, Etplfd - lachsfarben,
Yah1 - violett, Fdx - gelb (IscFdx aus E. coli, 1I7H (Kakuta et al, 2001)).

Welche Bedeutung spielen nun die verschiedenen Parameter fiir den Elektronentransport der
Ferredoxine? Eine Grundvoraussetzung fiir die Ubertragung von eukaryotischen MB-Typ
Ferredoxinen auf CYP scheint eine negative Ladung an Position 73 zu sein. Das Dipolmoment kdnnte
eine Rolle bei der Ausbildung eines aktiven Elektronentransferkomplexes spielen. Je unglinstiger die
Orientierung des Dipolmomentes, desto ineffizienter die Ausbildung des aktiven
Elektronentransferkomplexes. Dabei scheint nicht unbedingt die GréBe des Dipolmoments eine
wichtige Rolle zu spielen, sondern seine Orientierung. Es konnte gezeigt werden, dass Adx mit
verringertem Dipolmoment immer noch genauso gut Elektronen (ibertragen kann wie Wild-Typ Adx
(Hannemann et al, 2009). In der durchgefiihrten Studie wies das Dipolmoment immer in eine
dhnliche Richtung, der Steuerungseffekt kdnnte daher auch fiir die Adx-Proteine mit geringerem

Dipolmoment gleich sein.
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5.1.4. Vergleich von eukaryotischen mit bakteriellen Ferredoxinen vom MB-Typ mit

Elektronentransferaktivitat auf CYP

In Bakterien wurden ebenfalls [2Fe-2S] Ferredoxine gefunden, die strukturell dhnlich zum
eukaryotischen Adrenodoxin sind. Daher wurden diese Proteine der gleichen Proteinfamilie, genannt
Wirbeltier-Typ Ferredoxine, zugeordnet (Ewen et al, 2011). In dieser Arbeit wird fir diese
Proteinfamilie die Bezeichnung MB-Typ Ferredoxine (Mitochondrien-Bakterien-Typ Ferredoxine)
verwendet, da die Benutzung , Wirbeltier-Typ“ Ferredoxine fiir pilzliche und bakterielle Proteine
verwirrend ist. Wahrend die bakteriellen IscFdx Proteine, Mitglieder der MB-Typ Ferredoxinfamilie,
fir die Biogenese von Fe/S-Clustern bedeutsam sind (Bandyopadhyay et al, 2008a; Sainz et al, 2006),
existieren in einigen Prokaryoten auch CYP, fiir deren Funktion MB-Typ Ferredoxine bendétigt werden.
Daneben existieren eine ganze Reihe weiterer CYP, die ihre Elektronen von ,echten” bakteriellen
Ferredoxinen erhalten (Hannemann et al, 2007). Diese enthalten Fe/S-Cluster vom [3Fe-4S] oder
[4Fe-4S] Typ oder Kombinationen von ihnen. Von den bakteriellen Ferredoxinen vom MB-Typ mit
einer Funktion in der Elektronenibertragung auf CYP am besten charakterisiert ist das [2Fe-2S]
Ferredoxin Putidaredoxin (Pdx) aus Pseudomonas putida (Sevrioukova & Poulos, 2011). Obwohl Pdx
und das eukaryotische Adx (Fdx1) Elektronen auf CYP (bertragen, kann Pdx funktionell nicht durch
Adx ersetzt werden (Lipscomb et al, 1976). In Ubereinstimmung hiermit unterscheidet sich bereits
die Bindung von bakteriellem Pdx von der von eukaryotischen Adx an die jeweilige Oxidoreduktase.
Dokumentiert wird dies einerseits durch die Strukturen der Komplexe von chemisch quervernetztem
Adx und AdxR sowie Pdx und PdxR (Putidaredoxinoxidoreduktase) (Abb. 5.7) und andererseits durch
die Beobachtung, dass beide Ferredoxin:NADP* Oxidoreduktasen (EC 1.18.1.2) phylogenetisch und

strukturell nicht verwandten Proteinfamilien angehoren (Aliverti et al, 2008).

Pdx-PdxR Adx-AdxR

Abbildung 5.7: Strukturelle Unterschiede zwischen den Komplexen Pdx-PdxR und Adx-AdxR. Links: Darstellung des
Komplexes aus Pdx (gelb) und PdxR (hellgriin) 3LB8 (Sevrioukova et al, 2010). Rechts: Darstellung des Komplexes von Adx
(orange) und AdxR (dunkelgriin) 1E6E (Muller et al, 2001b). Der FAD-Kofaktor und der [2Fe-2S] Cluster sind jeweils in der

Kugeldarstellung abgebildet.
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Auch der Vergleich von Fdx1l (Adx) mit anderen bakteriellen [2Fe-2S] Ferredoxinen mit
Elektronentransferaktivitat auf CYP zeigt deutliche Unterschiede. Die fiir die Interaktion von Adx
(Fdx1) wichtigsten Reste 72, 73, 76 und 79 sind nicht konserviert (Abb. 5.8). Dies deutet bereits auf
verschiedene Bindungswechselwirkungen der unterschiedlichen Ferredoxine hin, auch wenn sie an
dhnlichen physiologischen Prozessen beteiligt sind. Dieser Befund stellt somit ein weiteres Beispiel
fir die komplizierten Unterschiede zwischen den auf den ersten Blick recht einfach organisierten

MB-Typ Ferredoxinen dar.

Pux fim o 2m 35,20 22 MPSITFILP---DBERRTTEAAVGDTAMYAALSLGLD-GVVAEBGGNAVE
Anx 1 MRADC IPLHSKQDPPLTAILVTTRDGTRTEIQAEPGLSLMEALRDAGID-ELLALEGGCCSEA
Pdx , e R MSKVVYVSHDGTRRELDVADGVSLMQAAVSNGIY-DIVGDEGGSASE
PuxB N A e pae e MAK|NrVDHT»ETnTVEVEEoATVUEAA|nNA]P-ovEAEcooACAp
Tdx 1 eeescssnnnnsnns MPRVVF IDEQSGEYAVDAQDBQSLMEVATQONGVP -G | VAEEGGSCVE
Adx L SSSEDKITVHF INRDBETLTTKGKIGDSLLDVVVANNLD IDGFGABEGTLAGSHEHL I F 50
7273 76 79

Pux 54 EHG- LEKLPAVAADE

TAAERLPNEBEUsE@IkLssoB8L ILrIBOROV. - - oo ool 108

A 60 APAFADRLPALSGD L -SSDHRTPH LSCRITINDKLEGBLEMEIAPED - « = « = « ¢ v v v o v naun 120
Pdx 54 NEAF TDKVPAANERE | |GIM CVTAELKPN ch L IMTPEL IVEDVEBDRAW:- - - - -« = = - e o v o0 ot 107
PuxB 54 DEAWREKVGGP P ME EIBRM FGYDVR-PN ESERIKVSNELBOL IMTTPERQA - = = = = v s o s o s o s s« 106
Tdx 54 EDAWVEIVGEANPD L STGEPMTAGTRLSCEBVF IDPSMBGL IMRVPLPA- - - - - - oot 108
Adx 60 EQHIFEKLEAI E MYDILAYGLT-DR LeERICLTKAMBNMTMRVPDAVSDARES I DMGMNSSKI 127

Abbildung 5.8: Vergleich von MB-Typ Ferredoxinen mit Elektronentransferaktivitdt zu CYP, bakteriellen Ferredoxinen und
eukaryotischem Adx. Multi-Sequenzalignment von bakteriellen CYP Ferredoxinen mit dem eukaryotischen Ferredoxin Adx
erstellt mit ClustalW2 (Chenna et al, 2003) und bearbeitet mit Jalview (Waterhouse et al, 2009). In mindestens 5 von 6
Ferredoxinen identische Reste sind farbig unterlegt. Die fur die CYP Bindung von Adx kritischen Reste sind mit roten
Rahmen markiert. Palustrisredoxin aus Rhodopseudomonas palustris (Pux (Bell et al, 2006)), Ferredoxin aus
Novosphingobium aromaticivorans (Arx, (Yang et al, 2010)), Putidaredoxin aus Pseudomonas putida (Pdx, (Sevrioukova &
Poulos, 2011)), Palustrisredoxin B aus Rhodopseudomonas palustris (PuxB (Bell et al, 2010)), Terpredoxin aus Pseudomonas

sp. (Tdx, (Peterson et al, 1992)).

5.2. Mitochondriale Fe/S-Cluster Assemblierung auf dem Geriistprotein Isul

5.2.1. Das mitochondriale Ferredoxin Yah1 bindet an Isul

Die genaue molekulare Funktion des einzigen mitochondrialen Ferredoxins Yahl aus S. cerevisiae in
der Biogenese von Fe/S-Clustern ist nicht geklart. Vorstellbar ist, dass die gelieferten Elektronen fiir
die Reduktion von Schwefel S° in Cystein zu Sulfid S* in Fe/S-Clustern verwendet werden (Lill, 2009;
Muhlenhoff et al, 2003). Durch in vitro Studien konnte aulRerdem gezeigt werden, dass im
bakteriellen ISC-System von A. vinelandii bakterielles ISC-Ferredoxin Elektronen fiir die reduktive
Kopplung zweier [2Fe-2S] Cluster zu einem [4Fe-4S] Cluster liefert (Chandramouli et al, 2007;
Unciuleac et al, 2007). Ob dieser Prozess auch in der eukaryotischen ISC-Maschinerie wichtig ist,
wurde noch nicht geklart. Allerdings scheint klar, dass dies hochstens eine zusatzliche Funktion von

Yah1l in Hefe sein kann: Die Depletion von Yah1 fuhrte zur einer deutlichen Verringerung der Fe/S-
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Cluster Assemblierung in Isul, wahrend die Depletion des spaten ISC-Faktors Ssql zur einer
Akkumulation von Fe/S-Clustern in Isul fuhrte (Muhlenhoff et al, 2003). Folglich wird Yah1 direkt fiir
die Fe/S-Cluster Assemblierung in Isul bendtigt und nicht nur fiir den Transfer der vorgefertigten
Fe/S-Cluster in Zielproteine. Grundsatzlich kommen im Wesentlichen zwei ISC-Komponenten als
Interaktionspartner von Yah1l in Frage: der Desulfurasekomplex Nfs1l-Isd11 oder die Geristproteine
Isul/lsu2. Trotzdem gab es bis jetzt keine experimentellen Belege fir einen in vivo
Interaktionspartner von Yahl in der Fe/S-Cluster-Biogenese, was vor allem auf den transienten
Charakter und die kurze Lebensdauer von Elektronentransferkomplexes zurtickzufiihren ist (Bendall,
1996; Gray & Winkler, 2010). Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Yah1 unter bestimmten
Umstanden mit Isul in vivo interagiert. Diese Interaktion konnte durch in vitro Experimente verifiziert
werden, wobei die Kurzlebigkeit der Interaktion hochempfindliche Methoden (SPR) oder extreme
Bedingungen wie geringe lonenstarke erforderte.

Die gezeigte in vivo Interaktion erfolgte mit TAP-getaggtem Yah1 Protein. In Ubereinstimmung mit
vorhergehenden Studien (Gerber et al, 2003), konnte die Interaktion mit dem Wild-Typ Yah1 Protein
nicht gezeigt werden. Interessanterweise zeigte der Hefestamm YAH1TAP, der ausschlieBlich TAP-
getaggtes Yah1 synthetisieren kann, den gleichen Wachstumsphanotyp wie Fdx2-komplementierte,
Yah1l-depletierte Gal-YAH1 Zellen. In beiden Fallen wird Wachstum unter fermentativen Bedingungen
beobachtet, wahrend kein Wachstum moglich ist auf respiratorischen Kohlenstoffquellen wie
Glycerol. Der TAP-tag am C-Terminus interferiert demnach mit wenigstens einer der zwei bekannten
respiratorischen Funktionen von Yahl - der Ham A Biosynthese oder der Biosynthese von

Koenzym Qg (Abb. 5.9).

Wild-Typ Yah1 Protein TAP-getaggtes Yahl Protein

Fe{S Cluster Biogenese

.d—b - H&@m A Biosynthese
\ - Koenzym Qg Biosynthese

Abbildung 5.9: Der C-terminale TAP-Tag stort mindestens eine der beiden respiratorischen Funktionen von Yah1l. Schema
zur Veranschaulichung der mindestens drei Funktionen der mitochondrialen Elektronentransferkette bestehend aus der
Ferredoxinoxidoreduktase Arh1l und dem Ferredoxin Yahl. Die Elektronen werden fiir die Biogenese von Fe/S-Clustern
sowie zur Biosynthese von Ham A (Barros et al, 2001; Barros et al, 2002) und Koenzym Qg bendtigt (Pierrel et al,
2010)(F. Pierrel, personliche Mitteilung). Yahl interagiert dazu vermutlich mit Isul, Cox15 und Coq6. Der TAP-Tag am
C-Terminus von Yah1 verhindert den effektiven Transfer von Elektronen zu Cog6 und/oder Cox15 und flhrt so zu einem

Verlust der Koenzym Qg Biosynthese oder der Him A Biosynthese oder von beidem.
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In den Mitochondrien von YAHI1TAP Zellen konnte keine Aktivitat der Ham A abhangigen
Cytochrom ¢ Oxidase (COX) oder der Koenzym Qg abhédngigen Reaktion von Succinatdehydrogenase
gekoppelt mit Cytochrom bc; Komplex (SDH-bcl) gemessen werden. Dies konnte dahingehend
interpretiert werden, dass beide Biosynthese-Prozesse nicht mehr funktionell sind. Da allerdings
fehlendes Koenzym Qg auch eine drastische Verringerung der COX-Aktivitat zur Folge hat (Do et al,
2001), ist nicht zu entscheiden, ob die Hdm A Biosynthese direkt oder indirekt betroffen ist. Da Yah1
an verschiedene Substrate binden muss, erfordern die Wechselwirkungen eine hohe Dynamik. Es
wird vermutet, dass der C-terminale TAP-Tag diese Dynamik stort, indem er die Bindung von Yah1 an
Isul verstarkt und die produktive Bindung von Yahl an Coq6 und/oder Cox15 verhindert. Daher
kénnen die Elektronen von Yah1 nur noch effektiv zur Synthese von Fe/S-Clustern, nicht aber fur die
Ham A und/oder Koenzym Qg Biosynthese genutzt werden. Diese Hypothese erklart den Verlust des
Wachstums unter respiratorischen Bedingungen und den Nachweis der Yahl-Isul Interaktion im
Hefestamm YAH1TAP. Die Wichtigkeit des C-Terminus von Yahl ausschlieBlich fiir die
respiratorischen Funktionen wird aulRerdem dadurch erhartet, dass C-terminal verkiirztes Yahl

funktionell war unter fermentativen Bedingungen, nicht aber unter respiratorischen Bedingungen.

5.2.2. Fe/S-Cluster-Biosynthese auf U-Typ Geriistproteinen

Die zentralen Gerlstproteine der mitochondrialen ISC-Maschinerie sind U-Typ Geristproteine
(Isul/Isu2 in Hefe (Gerber et al, 2004; Muhlenhoff et al, 2003) und IscU in Mensch (Tong & Rouault,
2006)). Der biochemische Mechanismus der de novo Fe/S-Cluster Assemblierung auf diesen
Proteinen ist noch nicht endglltig verstanden. Arbeiten mit dem homologen Protein der
ISC-Maschinerie aus A. vinelandii haben einen heterotetrameren Komplex des IscU mit der
bakteriellen Cysteindesulfurase IscS nachgewiesen (Agar et al, 2000b). Unter anaeroben
Bedingungen kann IscS-vermittelt in Gegenwart von Cystein, Fe?* und 5 mM 2-Mercaptoethanol ein
[2Fe-2S] Cluster auf einem IscU-Dimer assembliert werden (Agar et al, 2000b). Die Rekonstitution
eines Fe/S-Clusters gelang auf analoge Weise auch in NifU mit Hilfe von NifS aus dem NIF-System von
A. vinelandii (Yuvaniyama et al, 2000). Bei weiterer Inkubation von IscU in Gegenwart von Cystein,
Fe’" und 2-Mercaptoethanol bildeten sich zwei [2Fe-2S] und schlieBlich ein [4Fe-4S] Cluster je IscU-
Dimer (Agar et al, 2000a). SchliefRlich wurde gezeigt, dass sich der letzte Schritt, die Kopplung der
zwei [2Fe-2S] zu einem [4Fe-4S] Cluster durch Dithionit und partiell durch reduziertes IscFdx
stimulieren lassen (Chandramouli et al, 2007). Da auBerdem der Transfer des [4Fe-4S] Clusters auf
die Apoform der Aconitase gezeigt werden konnte, wurde postuliert, dass dies der allgemeine
Mechanismus zur Bildung von [4Fe-4S] Clustern sein kénnte (Unciuleac et al, 2007). Inzwischen
wurde in einer in vivo Studie gezeigt, dass IscU aus A. vinelandii bei Uberproduktion von ISC-

Maschineriekomponenten in der Apoform sowie in der Holoform mit [2Fe-2S] Cluster Form
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akkumuliert. Des Weiteren wurde in der gleichen Studie auch der Komplex IscU-IscS in vivo gefunden
(Raulfs et al, 2008). Daher wird davon ausgegangen, dass die vorherigen in vitro Studien auch von
Relevanz fur das Verstindnis der in vivo Fe/S-Cluster Biogenese sind. Die Bedeutung der
Untersuchungen fiir die Bildung von [4Fe-4S] Clustern ist allerdings noch fraglich.

Arbeiten mit Mitochondrienlysaten und isolierter Cysteindesulfurase Nfsl aus S. cerevisiae haben
gezeigt, dass flur die unterstitzende Funktion der Fe/S-Cluster Biosynthese eine Dithiol-haltige
Komponente nétig ist (Muhlenhoff et al, 2002a). In vitro handelt es sich dabei in den meisten Fallen
um DTT. Es setzt den als Persulfid-gebundenen Schwefel der Cysteindesulfurase frei (Urbina et al,
2001) und es ist bislang nicht klar, wie diese Freisetzung in vivo geschieht, da DTT kein Metabolit der
Zelle ist.

Weitere in vitro Arbeiten mit den Proteinen der bakteriellen ISC-Maschinerie aus E. coli und
A. vinelandii in Abwesenheit Thiol-haltiger Substanzen ergaben eine direkte Interaktion zwischen IscS
und IscU (Smith et al, 2001), hoéchstwahrscheinlich (ber ein Persulfid zwischen zwei
Cysteinseitenketten (Smith et al, 2005; Urbina et al, 2001). Da diese Reaktion in Abwesenheit von
Eisen geschah, wurde vorgeschlagen, dass zuerst Schwefel und dann Eisen an das U-Typ
Gerlstprotein binden. Auf der anderen Seite kann IscU auch in Abwesenheit von Schwefel Eisen
binden, was zu der Annahme gefiihrt hat, dass zuerst Eisen und danach Schwefel binden (Nuth et al,
2002).

Die Interaktion der zentralen Komponenten der ISC-Maschinerie Nfsl und Isul wurde auch fir
S. cerevisiae beschrieben. Tatsdchlich wurde sogar gefunden, dass auch Yfh1l (Frataxin) mit dem
Komplex aus Nfsl und Isul interagiert (Gerber et al, 2003). Die Funktion von Yfh1 ist hierbei noch
nicht endgiiltig geklart. Es wird angenommen, dass Yfh1l als Eisendonator fungiert, wobei davon
ausgegangen wird, dass zuerst Fe(ll) an Isul {bertragen wird und danach die Ubertragung des
Schwefel stattfindet (Yoon & Cowan, 2003). Die Eisenbindung von Yfhl (Frataxin) konnte in
mehreren Studien gezeigt werden (Cook et al, 2006; Kondapalli et al, 2008; Li et al, 2009; Yoon &
Cowan, 2003) und auch die Interaktion mit Isul wurde bereits beschrieben (Cook et al, 2010; Wang &
Craig, 2008). Eine vor kurzem publizierte in vitro Arbeit mit humanem Frataxin deutet auf eine Rolle
von Frataxin als allosterischen Aktivator der Cysteindesulfuraseaktivitat hin (Tsai & Barondeau,
2010). Durch Frataxin wurde eine Erhohung der Cysteindesulfuraseaktivitdit von humanem Nfsl
beobachtet, wobei dieser Effekt durch Zugabe von Fe®* nochmals stimuliert wurde (Tsai &
Barondeau, 2010). Mechanistisch wurde vorgeschlagen, dass die Bindung von Frataxin die katalytisch
aktive Schlaufe von Nfsl in einer aktiveren Konformation stabilisiert. Trotz vieler offener Fragen
besteht mittlerweile Einigkeit dariber, dass die Fe/S-Cluster Biogenese in der ISC-Maschinerie durch
einen zentralen Proteinkomplex katalysiert wird. Dieser enthalt im Unterschied zum bakteriellen

System noch das Protein Isd11, dessen genaue Funktion in der Fe/S-Cluster Biogenese nicht bekannt
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ist (Adam et al, 2006; Wiedemann et al, 2006). Der Fe/S-Cluster-Biosynthese-Kernkomplex besteht
daher aus den vier Komponenten Nfs1, Isd11, Yfh1 sowie Isul und wurde auch im humanen System
gefunden (Schmucker et al, 2011; Tsai & Barondeau, 2010). Interessanterweise wurde bis jetzt in
keiner Studie eine Interaktion mit dem mitochondrialen Ferredoxin nachgewiesen. Selbst in einer
aktuellen Studie in der FLAG-getaggtes Frataxin prazipitiert und die koprazipitierten Proteine
massenspektroskopisch analysiert wurden, konnte kein Ferredoxin nachgewiesen werden
(Schmucker et al, 2011). Dies zeigt, dass die beobachtete in vivo Interaktion von Yah1 und Isul auf
den Einfluss des C-terminalen TAP-Tags zurlickzufiihren ist.

Auch in der bakteriellen ISC-Maschinerie interagiert die Desulfurase IscS mit dem Gerlistprotein IscU
sowie dem bakteriellen Homologen von Frataxin CyaY (Prischi et al, 2010). Vor kurzem gelang durch

die Bestimmung der 3D-Struktur des Komplexes von IscS und IscU aus E. coli ein wichtiger Fortschritt

im Hinblick auf das Verstandnis der Fe/S-Cluster Biosynthese (Shi et al, 2010) (Abb. 5.10).
IscS

IscS

Abbildung 5.10: Struktur des IscS-IscU Komplexes, der zentralen Komponente des Fe/S-Cluster-Biosynthese-
Kernkomplexes. Darstellung des heteroterameren IscS-IscU Komplexes mit IscU in griin und IscS in orange und cyan

(3LVL (Shi et al, 2010)).

Dieser Komplex kann als Ausgangspunkt fir weitere Studien angesehen werden und dazu dienen,
den Prozess der Fe/S-Cluster Biogenese strukturell und mechanistisch besser zu verstehen. Durch
Kleinwinkel-Rontgenstreuung (SAXS) konnte mittlerweile sogar der bakterielle Komplex aus IscS, IscU
und CyaY in Losung charakterisiert werden (Prischi et al, 2010). GleichermaRen wurden basierend auf
der IscS-IscU Struktur ein Modell des eukaryotischen Nfs1-Isul Komplexes generiert und dieses durch
die Kenntnis der fir die Isul-Yfh1 Interaktion wichtigen Reste um Yfh1 erweitert (Cook et al, 2010).
Das erhaltene Modell passt gut zu den SAXS-Messungen des bakteriellen Komplexes und
verdeutlicht, wie madglicherweise in Zukunft die komplexe Fe/S-Cluster Biosynthesemaschinerie

Schritt fiir Schritt rekonstruiert werden kénnte.
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5.3. Die Rolle des WD-Repeat Proteins Cial als zentrale Interaktionsplattform

der CIA-Maschinerie

5.3.1. Die Interaktionen des B-Propeller Proteins Cial mit weiteren CIA-Komponenten

Das WD-Repeat Protein Cial ist essentiell fiir die Ubertragung von Fe/S-Clustern vom zytosolischen
Gerstproteinkomplex Cfd1-Nbp35 (Netz et al, 2007) zu den Zielproteinen im Zytosol oder Nukleus
der Hefezelle (Balk et al, 2005). Cial ist monomer und besteht nur aus einer einzigen WD-Repeat
Doméne (Srinivasan et al, 2007), die fiir ihre Funktion als stabile Plattform fir groRere
Proteinkomplexe bekannt sind (Smith, 2008). Die Interaktion von Cial mit Narl ist bekannt und die
Beobachtung, dass Cial in S. pombe in einem Fusionsgen mit Cfdl vorkommt, deutet auf eine
mogliche, schwache oder transiente Interaktion mit dem Geristproteinkomplex hin (Balk et al,
2005). Die Interaktion von Cial mit den weiteren CIA-Komponenten Cia2 und Met18 (J. Mascarenhas,
personliche Mitteilung) konnte in dieser Arbeit ebenso wie Interaktion mit Narl verifiziert werden.
Tatsachlich konnten alle vier Proteine gemeinsam immunprazipitiert werden, was auf die Existenz
eines zytosolischen Fe/S-Cluster Biosynthesekomplexes hindeutet. Inzwischen gibt es erste Hinweise,
dass Cia2 (YHR122W) tatsachlich an der zytosolischen Fe/S-Cluster Biogenese beteiligt ist
(Weerapana et al, 2010). Met18 bzw. das humane Homologe Mmm19 sind als Hilfsproteine der
Nukleotid-Exzisionsreparatur Maschinerie TFIIH von Eukaryoten bekannt sowie wichtig fiir die
Transkription durch die RNA Polymerase Il (Lauder et al, 1996; Lombaerts et al, 1997). Interessant in
diesem Zusammenhang ist, dass Mms19 mit der DNA-Helikase XPD (Rad3 in Hefe) interagiert (Seroz
et al, 2000) und dieses Enzym einen Fe/S-Cluster enthilt (Rudolf et al, 2006). Mms19 kdnnte daher
fir die Ubertragung des Fe/S-Cluster auf das Zielprotein XPD wichtig sein und so eine Verbindung
zwischen der zytoslischen Fe/S-Cluster Biosynthesemaschinerie und dem Zielprotein XPD darstellen.
In Ubereinstimmung damit wurde bei Deletion von Met18 in Hefe eine spezifische Verringerung des
Rad3 Proteingehaltes gefunden (Kou et al, 2008). Mittlerweile konnte auch aus menschlichen Zellen
ein Komplex aus Mms19, Ciaol (humanes Cial) sowie Fam96B (humanes Cia2) isoliert werden, der
nur etwas XPD und sonst keine weitere Untereinheiten des TFIIH Komplexes enthielt (Ito et al, 2010).

Der Nachweis dieser vermuteten Zusammenhange steht noch aus.

5.3.2. Die klammerartige Bindung von Narl an Cial ist essentiell fiir die Fe/S-Proteinbiogenese

Zum besseren Verstandnis der Interaktionen von Cial wurde der Einfluss von Aminosdureaus-
tauschen an der Proteinoberflache auf die Funktion des Proteins untersucht. Von 13 mutierten
Oberflachenresten zeigte lediglich der Austausch von Arginin 127 einen Effekt auf die Funktion von
Cial. Arginin 127 liegt auf der Proteinoberseite inmitten eines stark konservierten Bereichs des

Proteins. Der Austausch dieser Aminosdaure gegen Glutamat hatte einen partiellen Verlust der
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spezifischen Proteinfunktion in der zytosolischen Fe/S-Cluster Biogenese zur Folge, ohne die Reifung
mitochondrialer Fe/S-Proteine zu beeinflussen. Es konnte keine Koimmunprazipitation mit Narl
mehr beobachtet werden, wahrend Met18 und Cia2 weiterhin stabil an Cial R127E gebunden waren.
Die Kombination des Austausches von Arginin 127 mit der Mutation der Reste E104 oder E142 fiihrte
zu einem volligen Verlust der Proteinfunktion. Auch die gleichzeitige Mutation der Reste D79 oder
Y173 mit R127E beeintrachtigte die Funktion von Cial, jedoch behielt das mutierte Protein eine
geringe Funktionalitat. Die Interaktion Cial-Narl war in allen diesen Fallen ebenfalls nicht mehr zu
beobachten. Die koimmunprazipitierte Menge an Narl war bereits gering bei nicht-mutiertem Cial
Protein und schon bei der Mutation R127E konnte keine Koimmunprazipitation von Narl mehr
beobachtet werden, obwohl das mutierte Protein noch deutlich das Wachstum von Cial-depletierten
Hefezellen unterstitzte. Durch den Austausch von Arginin 127 wird die Interaktion mit Narl so stark
geschwacht, dass sie mit den verwendeten Koimmunprazipitationsbedingungen nicht mehr
nachweisbar war. Offensichtlich geht sie aber nicht vollig verloren, da die Funktion des Cial partiell
erhalten blieb. Erst bei der zusatzlichen Mutation von E104 oder E142 geht die Interaktion mit Narl
und damit die Funktion ganzlich verloren. Ganz ahnlich verhielt es sich mit dem zusatzlichen
Austausch von Y173. Der Austausch der beiden hoch konservierten Reste D79 oder D270 hingegen
beeintrachtigte die Funktion von Cial durch Destabilisierung des B-Propellers, so dass deutlich
weniger Cial Protein gefunden wurde.

Zusammenfassend spielen daher die Reste E104, R127 und E142 sowie Y173 in Cial eine wichtige
Rolle als direkte Bindungsstellen fiir Narl. Da die Seitenkette von Y173 im Proteininneren liegt, kann
Y173 nur Uber Rickgratwechselwirkungen an der Interaktion beteiligt sein. Alternativ konnte der
Effekt der Mutation von Y173 auch indirekt iber konformationelle Anderungen in Folge des
Aminosaureaustausches erklart werden. Aus der Lage der fir die Narl-Cial Interaktion wichtigen
Reste (Abb. 5.11) wird ersichtlich, dass Narl von oben und seitlich an das Propellerblatt 3 des Cial

bindet und sich so eine klammerartige Bindung ergibt.

Abbildung 5.11: Darstellung der Bindestelle von Narl an Cial. Darstellung von Cial in drei unterschiedlichen

Orientierungen mit den fir die Interaktion mit Narl wichtigen Resten E104, R127, E142 und Y173 (rot markiert).
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Die Aufrechterhaltung der Interaktion von Cial mit Cia2 und Met18 auch in Abwesenheit von Narl
zeigt, dass die Bindung zu Cia2 und Met18 weitgehend unabhangig von Narl erfolgt. Dies bedeutet,
dass zumindest ein weiterer Bindungsplatz auf Cial existieren sollte (Abb. 5.12). Dieser sollte in
einem anderen Bereich als die Bindestelle von Narl liegen, da auch die gleichzeitige Bindung aller
drei Proteine moglich ist. Bisher gibt es hinsichtlich der CIA-Maschinerie nur zu Cial strukturelle
Informationen. Weitere strukturelle Studien werden nétig sein, um ein besseres Verstandnis der

molekularen Vorgange bei der zytosolischen Fe/S-Cluster Biogenese zu erhalten.

Friihe CIA-

<+—>»  Zielproteine
Komponenten

Abbildung 5.12: Modell des zytosolischen Fe/S-Protein Assemblierungskomplexes mit Cial als Kernkomponente. Das
Hydrogenase-dhnliche Protein Narl bindet klammerartig an die Oberfliche und Seite des Cial und interagiert
wahrscheinlich mit frilhen CIA-Komponenten wie dem Gerlstproteinkomplex Cfd1/Nbp35. Weitgehend unabhéngig von
Narl binden die beiden CIA-Komponenten Cia2 und Met18 an Cial, wobei in weiteren Studien geklart werden muss, ob
beide Proteine unabhangig voneinander binden oder gekoppelt. Met18 wiederum interagiert mit dem Zielprotein Rad3 und
vermittelt so vermutlich die Ubertragung von Fe/S-Clustern zur Apoform von Rad3. Méglicherweise erfiillt Cia2 eine

dhnliche Funktion fur andere Zielproteine.

5.4. Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch detaillierte zellbiologische, biochemische, strukturelle und
theoretische Untersuchungen neue Beitrage zum grundlegenden Verstandnis der Spezifitditen von
MB-Typ Ferredoxinen erarbeitet. Die Bestimmung der Struktur des humanen Ferredoxins Fdx2
erlaubte den Vergleich mit der bekannten Struktur des humanen Ferredoxins Fdx1. Die genetische
und biochemische Analyse der beiden hoch verwandten humanen Proteine Fdx1 und Fdx2 erlaubte
die ldentifizierung von fir die Substratspezifitaten dieser Proteine wichtigen Aminosaureresten. Es
wurde aullerdem festgestellt, dass auch globale Eigenschaften der beiden Proteine einen Beitrag zu
den Spezifitdten in verschiedenen Elektronentransferprozessen liefern. Ein Teil der zusatzlichen
Unterschiede konnte in der Ausrichtung des Dipolmoments der beiden humanen Ferredoxine
begriindet sein. Dies kann nun in weiteren Mutagenesestudien untersucht werden. Ein
elektrostatischer Steuerungseffekt bei der Anndherung von Proteinen in

Elektronentransferkomplexen wird schon lange vermutet, doch bis jetzt gibt es nur wenige
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experimentelle Ergebnisse zur Uberpriifung dieser Annahme (Depascalis et al, 1993; Hannemann et
al, 2009). Insofern stellen die durchgefiihrten Studien einen wesentlichen Fortschritt zur
Beantwortung dieser Fragestellung dar. Es wird interessant sein, ob in weiteren Untersuchungen mit
MB-Typ Ferredoxinen aus Bakterien oder anderen Elektronentransferproteinen &ahnliche
Steuerungseffekte zu beobachten sein werden und der Steuerungseffekt tatsachlich als allgemeines
Prinzip bei transienten Protein-Protein-Wechselwirkungen anzusehen ist.

Das Verstandnis der Paramater, die wahrend der Evolution die Spezifitdt eines Proteins erzeugten
und optimierten, ist eine wichtige Basis flir das zielgerichtete Design von Proteinen mit gewiinschten
Eigenschaften. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Spezifitdit der humanen
Ferredoxine Fdx1l und Fdx2 sowie die Umfunktionalisierung der beiden Proteine sind daher
auch biotechnologisch von Interesse. Besonders die durch Cytochrom P450 Enzyme
katalysierten Aktivierungen von C-H-Bindungen, beispielsweise bei der Biosynthese von
Steroidhormonen, konnten dabei das Ziel weiterer Untersuchungen zur Funktionsoptimierung
und -generierung sein.

In Chloroplasten von Arabidopsis thaliana befinden sich sechs hoch verwandte Ferredoxine mit
vermutlich unterschiedlichen Funktionen (Hanke et al, 2008; Hanke & Hase, 2008; Hanke et al, 2004;
Voss et al, 2011). Sie unterscheiden sich charakteristisch von MB-Typ Ferredoxinen (siehe Abb. 1.12).
Bislang gibt es noch keine Studien zur Erklarung der Funktionsspezifititen dieser plastidaren
Proteine. Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen sollten in analoger Art auch mit den
Pflanzen-Typ Ferredoxinen aus Chloroplasten durchgefiihrt werden, um Aussagen (iber die
Substratspezifitaten dieser Proteine machen zu kénnen. In diesem Zusammenhang wird es auch
interessant sein zu sehen, ob neben einzelnen Aminosdureresten auch das Dipolmoment eine
wichtige Rolle fiir die Substratspezifitat spielt.

Der Nachweis der in vivo Interaktion des Hefe Ferredoxins Yahl mit dem GerUstprotein Isul stellt
den ersten experimentellen Nachweis fiir eine direkte Wechselwirkung der Elektronentransferkette
Arh1-Yahl mit anderen Komponenten der mitochondrialen ISC-Maschinerie dar. Um den Prozess der
de novo Fe/S-Cluster Assemblierung auf U-Typ Gerustproteinen besser zu verstehen, bedarf es nun
weiterer biochemischer und struktureller Studien, die die mechanistische Bedeutung dieser
Interaktion fiir den Elektronenfluss aufklaren. Die besondere Schwierigkeit dieser Arbeiten besteht
dabei vor allem darin, die Relevanz der durch in vitro Experimente gefundenen Vorstellungen auch
unter physiologischen Bedingungen in vivo nachzuweisen. Speziell der bis jetzt noch nicht geklarte
physiologische Mechanismus des Schwefeltransfers und der Schwefelfreisetzung im Fe/S-Cluster-
Biosynthese-Kernkomplex stellt eine Licke im Verstindnis des molekularen Mechanismus der
Fe/S-Cluster Biosynthese dar. In diesem Zusammenhang wird es besonders hilfreich sein, nicht nur

ISC-Einzelkomponenten, sondern ganze ISC-Komplexe strukturell zu charakterisieren, damit so die
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genauen Wechselwirkungen und damit die moglichen Mechanismen zu klaren sind. Die
Rontgenstrukturuntersuchungen von Proteinkomplexen der bakteriellen ISC-Maschinerie durch
Cygler und Mitarbeiter (Shi et al, 2010) sowie die strukturellen NMR Arbeiten von Pastore und
Mitarbeitern (Prischi et al, 2010) stellen erste erfolgreiche Beispiele fiir solche Untersuchungen dar.
Es wird auRerdem von Interesse sein, welche biochemische Funktion das nur in Eukaryoten
vorkommende Protein Isd11 erfillt, und wieso sich die eukaryotische ISC-Maschinerie in diesem
Punkt vom bakteriellen Pendant unterscheidet. Einen wertvollen Beitrag wiirde die Charakterisierung
von Intermediaten der Fe/S-Cluster Biosynthese sowohl auf biochemischer als auch auf struktureller
Ebene darstellen, was mit Sicherheit eine der herausforderndsten der zukiinftigen Aufgaben ist.

Auch das Verstindnis der Fe/S-Cluster Biosynthese im Zytosol von eukaryotischen Zellen erfordert
die Beantwortung vieler offener Fragen. Die mechanistische Abhangigkeit der Assemblierung von
Fe/S-Clustern auf dem Geristproteinkomplex Cfd1-Nbp35 mit der ISC-Export-Maschinerie stellt eines
der Hauptprobleme der Fe/S-Proteinbiogenese dar. Dabei ist die Identitdt der aus den Mitochondrien
exportierten Schwefelkomponente von herausragendem Interesse. Von den CIA-Komponenten ist
bisher einzig die Struktur von Cial bekannt. Unter Nutzung dieser strukturellen Information konnte in
dieser Arbeit die Interaktionsstelle von Cial mit Narl bestimmt werden, was ein erster Schritt zum
mechanistischen Verstdandnis der molekularen Abldufe in der CIA-Maschinerie ist. Die strukturelle
Charakterisierung weiterer CIA-Komponenten wird erforderlich sein, um die Details des
Zusammenspiels der mittlerweile acht bekannten CIA-Komponenten bei der Synthese und
Ubertragung von Fe/S-Clustern in zytosolische Fe/S-Proteine zu verstehen. Es ist deshalb mit
Sicherheit zu erwarten, dass auch die kommenden Jahre weitere wesentliche Erkenntnisse zum

molekularen Mechanismus der Fe/S-Proteinbiogenese liefern werden.
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7.1. Mutagenese-Primer

7.1.1. fir Ferredoxin-Mutagenese

‘ Name
Yahl_MA4A_for

Sequenz (5'=>3')

CTGTCACCTCATCTTTGATCCAGACTACTACG

Yahl_MA4A_rev

GATCAAAGATGAGGTGACAGGTGGAGCAGGC

Yahl_MA4B_for

CACGTCTACGTTGATCCAGACTACTACGATGCC

Yahl_MA4B_rev

ATCAACGTAGACGTGACAGGTGGAGCAGGCAC

Yah1 FG Insertion for

GAGGGCTTTGGTGCATGCGGCGGTTCTTGTG

Yah1 FG Insertion rev

CATGCACCAAAGCCCTCCATGTCCAGGTTGTG

Fdx1 M3 for GAGGCCTCCCTGGCTTGTTCAACCTGTCAC

Fdx1 M3 rev CAGGGAGGCCTCACATGCACCAAAGCCATC

Fdx1_M4_for CACGTCTACGTTGAAGATCACATATATGAGAAG

Fdx1_M4_rev CTTCAACGTAGACGTGACAGGTTGAACAAGCCAGG

Fdx1 R1 for GTGAAAGAATACCAGTCTCAGGAAAAGTTGGTGATTCTCTG

Fdx1 R1 rev TTTCCTGAGACTGGTATTCTTTCACCATCACGGTTTATAAAG

Fdx1 R2 for CTGCTACATCTTGCGCAGAGACATGGTCTAGATATTGATGGCGCATG
Fdx1 R2 rev TCTAGACCATGTCTCTGCGCAAGATGTAGCAGAGAATCACCAAC
Fdx1 R3 for ATGAGCTGTTACCTCCACCCGAGGATGAGGAGAATGACATGC

Fdx1 R3 rev CTCATCCTCGGGTGGAGGTAACAGCTCATATATGTGATCTTC

Fdx1 R2new for

CATCTTGCGCAGAGACATAATCTAGATATTGATGGC

Fdx1 R2new rev

ATGTCTCTGCGCAAGATGTAGCAGAGAATCACCAAC

Fdx1 FG Deletion for

GATGGCGCATGTGAGGGAACCCTG

Fdx1 FG Deletion rev

CACATGCGCCATCAATATCTAGATTATTTTC

Fdx1_R4+3_for

TCAGAACAGCATTTAGATCTGTTACCTCCACCCGAG

Fdx1_R4+3_rev

ATCTAAATGCTGTTCTGAAAAGATGAGGTGACAGGTTG

Fdx1_R5+3_for

CGAGGAAAGGGAGGATGACATGCTCGATCTGG

Fdx1_R5+3_rev

TGTCATCCTCCCTTTCCTCGGGTGGAGGTAAC

Fdx2_R1_for

CGAGACGCTCACAACGAAGGGCAGAGTCGGGGACAATG

Fdx2_R1_rev

CCTTCGTTGTGAGCGTCTCGCCTGAGCGGTCTACGAAC

Fdx2_FG_R2_for

GACGTGGTCGTGGAGAACGGGGTGGACCTGGAAGGG

Fdx2_FG_R2_rev

GTTCTCCACGACCACGTCAAGAACATTGTCCCCGACTC

Fdx2_R3_for

CTGGATGCTATCACGGAGAGGGAAGACGACATG

Fdx2_R3_rev

CTCCGTGATAGCATCCAGGAGATCCAGGTGGTC

Fdx2 R70E for

GAGGAGGAGGAAGACGACATGCTAGACATG

Fdx2 R70E rev

GTCTTCCTCCTCCTCGGGAGGAGGCAGGAG

Fdx2_M1_for GGGACAGTCTTCTTCACCTGGCCCAGCGCCAC
Fdx2_M1_rev GAAGAAGACTGTCCCCGACTCTGCCACTCACTG
Fdx2_M2_for GTGGACATCGATGGGGCCTGTGAAGCCTCCCTGGC
Fdx2_M2_rev GGCCCCATCGATGTCCACCCCGTGGCGCTGGGCCAG
Fdx2_M3_for GTGAAGGCACCCTGGCCTGCTCCACCTGCCATG
Fdx2_M3_rev CCAGGGTGCCTTCACAGGCCCCTTCCAGGTCC
Fdx2_M4_for TGCCATCTGATTTTCAGTGAAGACCACCTGGATCTCCTG
Fdx2_M4_rev TTCACTGAAAATCAGATGGCAGGTGGAGCAGGCCAGGG
Fdx2_M5_for ATGGCCTACGGCCTCCAGGAGAACTCGCGGCTGGG
Fdx2_M5_rev TGGAGGCCGTAGGCCATGTCTAGCATGTCGTCTTC
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Fdx2_M6_for CTCCTCACGGATCGCTCGCGGCTGGGCTGCCAGATTG
Fdx2_M6_rev CGCGAGCGATCCGTGAGGAGGGGGGCCATGTCTAGCATG

Fdx2 P82Y for

CATGGCCTACCTCCTCCAGGAGAACTCGCG

Fdx2 P82Y rev

GAGGTAGGCCATGTCTAGCATGTCGTCTTCCC

Fdx2 FG Insertion for

GAAGGGTTTGGTGCCTGTGAAGCCTCCCTGGC

Fdx2 FG Insertion rev

CAGGCACCAAACCCTTCCAGGTCCACCCCGTG

7.1.2. fiir Cial-Mutagenese

Name Sequenz (5'->3')

R34E-up CAGGTTCAACTGATGAAAAAATTAAGCTAG

R34E-down CTAGCTTAATTTTTTCATCAGTTGAACCTG

E54K-up GATGTGCTAGATAAGACTGCGCATAAAAAGGCG

E54K-down CGCCTTTTTATGCGCAGTCTTATCTAGCACATC

K59E-up GAGACTGCTCATAAAGAGGCGATTCGATCTGTG

K59E-down CACAGATCGAATCGCCTCTTTATGAGCAGTCTC

E104R-up CTGCTAGCTATTATCCGCGGTCACGAAAATG

E104R-down CATTTTCGTGACCGCGGATAATAGCTAGCAG

Q154K-up GTTTTGCAAGAACATTCTCGAGACGTTAAACATG

Q154K-down CATGTTTAACGTCTCGAGAATGTTCTTGCAAAAC

D184R-up GATATGGAAAGACTATCGCGATGACTGGGAATG

D184R-down CATTCCCAGTCATCGCGATAGTCTTTCCATATC

D234R-up CATGGGTGACGACGAGCGTGATCAACAAGAATG

D234R-down CATTCTTGTTGATCACGCTCGTCGTCACCCATG

F260S-up CAATGTTGCATGGGGATCCAATGGCCTCATTGC

F260-S-down GCAATGAGGCCATTGGATCCCCATGCAACATTG

D280R-up GTCTATGAAGAAGTCCGCGGAGAATGGAAAG

D280R-down CTTTCCATTCTCCGCGGACTTCTTCATAGAC

D79R-up GTTAGCGGCTGGCTCTTTTAGATCTACTGTATCTATCTGGGC
D79R-down GCCCAGATAGATACAGTAGATCTAAAAGAGCCAGCCGCTAAC
E104R-up2 GACCTGCTAGCTATTATCCGCGGTCACGAAAATAAGTAAAAGG
E104R-down2 CCTTTTACTTATTTTCGTGACCGCGGATAATAGCTAGCAGGTC
E107R-up GCTATTATCGAAGGTCACCGGAATGAAGTAAAAGGTGTAG
E107R-down CTACACCTTTTACTTCATTCCGGTGACCTTCGATAATAGC
E138R-up GTGGATATGGGAAACAGATAGATCTGGCGAGGAATATGAGTG
E138R-down CACTCATATTCCTCGCCAGATCTATCTGTTTCCCATATCCAC
E142K-up CAGATGAAAGTGGCGAGAAATATGAGTGTATTAGTG
E142K-down CACTAATACACTCATATTTCTCGCCACTTTCATCTG

Q154R-up2 GTGTTTTGCAAGAACATTCTCGAGACGTTAAACATGTTATATGG
Q154R-down2 CCATATAACATGTTTAACGTCTCGAGAATGTTCTTGCAAAACAC
Y173A-up GCATTACTGGCTTCAAGTTCAGCTGATGACACCGTCAGGATATG
Y173A-down CATATCCTGACGGTGTCATCAGCTGAACTTGAAGCCAGTAATGC
D219R-up GTTTAGACTGTGCAGTGGAAGCCGGGATTCCACTGTACGGGTATG
D219R-down CATACCCGTACAGTGGAATCCCGGCTTCCACTGCACAGTCTAAAC
D270R-up CATTGCTAGTGTAGGAGCCCGGGGAGTACTAGCGGTCTATG
D270R-down CATAGACCGCTAGTACTCCCCGGGCTCCTACACTAGCAATG
E297K-up CATTATGTCATGGAGTTTATAAAATCAACGTTGTGAAGTG
E297K-down CACTTCACAACGTTGATTTTATAAACTCCATGACATAATG
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