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Abstract

Verbindungen aus Eisen- und séurelabilen Schwefel-lonen, Eisen-Schwefel (Fe/S) Cluster,
dienen als einer der wichtigsten und &ltesten Proteinkofaktoren. Das Proteom der Hefe
umfasst, wie auch bei den meisten Eukaryoten, zwei Synthesewege dieser Fe/S Cluster. Zum
einen das Iron-Sulfur-Cluster-System (ISC), welches fir die Synthese von Fe/S-Kofaktoren
und deren Integration in die kofaktorabhangigen Proteine der Mitochondrien zustandig ist.
Zusatzlich wird fur die Synthese und Integration der zytosolischen Fe/S-Kofaktoren die
Cytosolic-Iron-Sulfur-Assembly-Maschinerie (CIA) benétigt. Damit ist sie essentiell fur
lebenswichtige Prozesse wie die DNA-Replikation, -Reparatur, -Transkription und
Proteinbiosynthese.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch genetische Manipulation der chromosomalen DNA von
Saccharomyces cerevisiae eine Bibliothek an verschiedenen CIA-(Doppel-)Mutanten
generiert. Da die CIA-Gene essentiell sind, wére eine Deletion letal. Deshalb wurden die
naturlichen Promotoren durch galaktoseregulierbare Promotoren ersetzt. Die introduzierten
Promotoren erlaubten eine gezielte und nahezu vollstandige Depletion der jeweiligen Proteine
durch Wachstum firr eine geeignete Zeit in galaktosefreiem Medium.

Nach einer grundlichen Charakterisierung der Stamme tber PCR, DNA-Sequenzierung,
Western Blots, Isopropylmalat-lsomerase Aktivitdtsmessungen und der phanotypischen
Analyse des Wachstums wurden diese Mutanten genutzt, um 0Uber quantitative,
massenspektrometrische Proteom-Analyse die Auswirkungen einer Beeintrachtigung der CIA-
Maschinerie, wie sie zum Beispiel bei Eisen-Mangel oder in einigen Krankheiten vorkommen,
zu studieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass nicht alle CIA-Mutationen den gleichen
Phanotyp aufzeigen, ein Hinweis darauf, dass manche CIA-Proteine eine kritischere Funktion
im Fe/S-Biosyntheseweg austiben. Unter anderem konnte die Rolle einzelner CIA-Proteine in
der Regulation des Eisenhaushaltes naher beleuchtet werden. Studien mit humanen
Systemen wurden unter der Annahme einer deutlichen Instabilitat von Apo-Protein gegentuber
der Holo-Form, was sich auf die Abundanz auswirkt, durchgefuhrt (Stehling et al., 2008;
Stehling et al., 2013). Diese Arbeit zeigt, dass auch in Hefe manche Fe/S-Proteine deutliche
Abundanzunterschiede bei Kofaktormangel zeigen. Nicht alle Fe/S-Proteine reagierten gleich
auf die Depletion, eine Priorisierung der Klientenproteine kann als wahrscheinlich angesehen
werden. Auch konnten, erganzend zu friiheren Studien (Paul, 2014), weitere Fe/S-Proteine als
Klienten der CIA-Adaptorproteine Yael und Ltol ausgeschlossen werden.

Neben den Auswirkungen auf die zytosolischen Fe/S-Proteine konnten auch die Auswirkungen
der CIlA-Depletion auf die wichtigsten Stoffwechselprozesse analysiert werden. Viele
Biosynthesewege zeigen eine gegenseitige Beeinflussung und Regulation durch die
beteiligten Proteine und Intermediate. Auch die CIA-Maschinerie ist einer intrikaten,
multifaktoriellen Regulation unterlegen. Im Verlauf dieser Arbeit konnten Grx4 und Narl als
Hauptakteure der Regulation innerhalb der CIA-Maschinerie identifiziert werden.

Zudem konnten Hinweise auf die zytosolische Lokalisierung der Fe/S-haltigen Glutamat-
Synthase Glt1 erlangt werden. Wahrend friihere Studien die Lokalisierung dieses Proteins in
den Mitochondrien suggerierten, konnte hier eine eindeutige Abhangigkeit von der CIA-
Maschinerie gezeigt werden, was eine zytosolische Lokalisierung impliziert. Dies erdffnet die
Mdoglichkeit, Messungen der Glt1-Aktvitat als neues Assay zur Untersuchung der CIA-Aktvitat
zu nutzen.
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Abstract

Compounds made of iron and acid-labile sulfur, iron-sulfur (Fe/S) clusters, serve as one of the
most important and oldest protein cofactors. The yeast proteome, as well as most eukaryotes,
comprises of two synthesis pathways for those Fe/S clusters. One is the Iron-Sulfur Cluster
system (ISC), which is responsible for the synthesis of iron sulfur cofactors and their integration
into the cofactor-dependent mitochondrial proteins. Additionally the Cytosolic Iron-Sulfur-
Assembly machinery (CIA) is responsible for the synthesis and integration of cytosolic iron-
sulfur cofactors. It is therefore essential for vital processes such as DNA-replication, -repair, -
transcription and protein biosynthesis.

Within the scope of this work, genetic manipulation of the chromosomal DNA of
Saccharomyces cerevisiae was used to create a library of different CIA (double-) mutants.
Since the deletion of the mostly essential CIA genes would be lethal, their natural promoters
were replaced by galactose-regulatable promoters. The introduced regulatable promoters
enabled a targeted and almost complete depletion of the respective proteins by growth in
galactose-free medium.

After thorough characterization of the strains via PCR, DNA sequencing, Western blot,
isopropylmalate isomerase activity measurements and phenotypic analysis of growth, these
mutants were used to study the effects of impairment of the CIA machinery, such as those
found in iron deficiency or in some diseases, via quantitative mass spectrometric proteomic
analysis. It was shown that not all CIA mutations exhibit the same phenotype, indicating that
some CIA proteins have a more critical function in the Fe/S biosynthetic pathway. Among other
things, the role of individual CIA proteins in the regulation of iron homeostasis could be
examined in more detail. Studies with human systems were performed under the assumption
of a clear instability of apo-protein compared to the holo-form, which affects abundance
(Stehling et al., 2008; Stehling et al., 2013). This work shows that, in yeast, some Fe/S proteins
show significant abundance differences when deficient in cofactors. Not all Fe/S proteins
responded equally to depletion; a prioritization of client proteins can be considered likely. The
specificity of the CIA proteins Yael and Ltol as adaptor proteins could also be defined more
precisely, excluding more Fe/S-proteins from being dependent on Yael and Ltol than in
previous studies (Paul, 2014).

In addition to the effects on the cytosolic Fe/S proteins, the effect of CIA depletion on the most
important metabolic processes has been analyzed aswell. Many biosynthetic pathways show
a mutual influence and regulation by the proteins and intermediates involved. The CIA
machinery is also subject to intricate, multifactorial regulation. In the course of this work, Grx4
and Narl were identified as the main regulatory players within the CIA machinery.

In addition, evidence for the cytosolic localization of the Fe/S-containing glutamate synthase
Gltl was obtained. While previous studies suggested a mitochondrial localization of this
protein, a clear dependence on the CIA machinery could be shown here, which implies a
cytosolic localization. This opens up the possibility of using Gltl activity measurements as a
new assay to study CIA activity.
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1. Einleitung

1.1 Saccharomyces cerevisiae als Modellorganismus

Die Menschheit nutzt seit Gber zehntausend Jahren den Organismus Hefe zum Backen und
Brauen. Die Weiterentwicklung der Brauerei war auch eine der Hauptmotivationen um die
Genetik der Hefe, anfanglich unter der Aufsicht der Carlsberg-Brauerei, genauer zu
untersuchen (Liti, 2015). Die Hefe, insbesondere die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae,
hat sich als herausragender Modellorganismus fir die biologische Forschung an Eukaryoten
etabliert. Dabei wurde der Stamm W303-1A als Abkommling von S288c geztichtet (Rothstein,
1983). S288c dient als Referenzgenom fiur S. cerevisiae (Ralser et al., 2012), aber beide
Stdmme besitzen ein sehr &hnliches Genom und auch Proteom (Rogowska-Wrzesinska et al.,
2001). Die Eignung als Forschungs- und Laborstamm entspringt vor allem aus Mutationen,

welche Auxotrophien in das Genom einbrachten.

Die Gene von S. cerevisiae besitzen, im Vergleich zu anderen einfachen Modellorganismen
wie Escherichia coli, eine hohe Homologie zu menschlichen Genen. Dies ermdglicht eine
Ubertragung von Erkenntnissen auf hthere Organismen, wodurch die Grundvoraussetzung
fur eine Verwendung als Modellorganismus erflillt ist. Trotz der vergleichbar unkomplizierten
Kultivierung als Einzeller ist die Hefe als eukaryotischer Organismus somit oft ein besserer als
Modellorganismus als ein Prokaryot wie E. coli (Goffeau et al., 1996). Ein weiterer Vorteil von
Hefe als Modellorganismus ist die Einfachheit der genetischen Manipulation. Techniken wie
Gendeletion, Uberexpression, Rekombination und Austausch von Genen ermdglichen die
Untersuchung der Funktionen von spezifischen Genen, sowohl auf Plasmiden, als auch im
Hefegenom (Sherman, 2002). Ein weiterer Vorteil dieses Modellorganismus ist das Vorliegen
von Chromosomen im haploiden Zustand im verwendeten Paarungstyp MATa (Haber, 2012).
Die Ahnlichkeit zu opportunistisch pathogenen Organismen wie Candida albicans aus der
Familie der Saccharomycotina  ermoglicht zudem eine  Ubertragung  von

Forschungsergebnissen auf Therapieansatze fir eine Erkrankung mit einem solchen Erreger.

Die genetische Ahnlichkeit zwischen S. cerevisiae und Homo sapiens ist stark ausgepragt,
sodass von 350 publizierten Versuchen bei mindestens 200 eine teilweise oder vollstandige
Komplementation der humanen Gene durch die entsprechenden Gene der Hefe erfolgreich
war (Dunham & Fowler, 2013). Auch fir die relevanten Gene dieser Arbeit besteht eine hohe
Ahnlichkeit zwischen dem Modellorganismus und humanen Zellen. Dennoch sind manche
Proteine der Cytosolic Iron-sulfur-Assembly (CIA)-Maschinerie wie Narl der Backerhefe trotz

einer starken Ahnlichkeit zu humanen CIA-Proteinen nicht durch diese komplementierbar (Balk
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et al., 2004). Eine Ubertragbarkeit, der mit Hilfe von Hefe als Modellorganismus erlangten
Forschungsergebnisse, auf die humane CIA-Maschinerie wird durch die Erkenntnisse anderer
Forschungsarbeiten jedoch unterstitzt. Beispielsweise wurde eine Komplementierung von
Cial durch das homologe Protein CIAO1 aus H. sapiens fir Cial beschrieben (Srinivasan et
al., 2007).

Ein weiterer Vorteil von Hefe ist die Mdglichkeit der Nutzung eines galaktoseinduzierbaren,
bzw. glukoserepressierbaren Promotors. Die Mdglichkeit den Wechsel der Kohlenstoffquelle
im Medium zwischen Glukose und Galaktose zur Regulation der Transkription zu nutzen ist
besonders hilfreich, da es nicht nur die Induktion, sondern auch eine Repression von Genen
ermoglicht, sogar wenn deren Deletion letal wéare. Die Existenz von verschiedenen
Abwandlungen der verschiedenen GAL-Promotoren ermoglicht eine kontrollierbare Variabilitat
des Expressionslevels von Proteinen. Zum Beispiel besitzt GAL1 einen starken Promotor,
welcher durch Verkirzung geschwacht und dann GalL oder GalS genannt wird (Mumberg et
al.,, 1994; Janke et al., 2004). Neben dem starken Einfluss des Promotors auf die
Genexpression ist auch der Terminator flr die Abundanz der exprimierten Proteine relevant.
Zum einen kann die Transkription dadurch moduliert werden, zum anderen beeinflusst der
Terminator die Stabilitdt der transkribierten mRNA, wodurch die Genexpression stark
verandert werden kann, in manchen Fallen bis zu 26-fach (He et al., 2020). Die Bindung des
konstitutiv exprimierten Gal4 an den Promotor von GAL1, von welchem auch der in dieser
Arbeit verwendete Promotor GalL abgeleitet ist, fihrt zu einer Transkription dieses Gens.
Durch die Bindung von Gal80 an Gal4 wird die Repression verhindert und die Bindung von
Gal3 verhindert wiederrum die Repression durch Gal80 (Bhat & Murthy, 2001). Neben der
Regulation durch Gal3, Gal80 und Gal4 kann GAL1 auch durch Migl, ein Zinkfingerprotein,
dessen Expression durch Glukose induziert wird, reprimiert werden (Nehlin & Ronne, 1990).
Die Einfihrung von mehreren GAL-Promotoren in das Hefegenom kann zu genetischer
Instabilitat aufgrund der Neigung zu homologer Rekombination fiihren, was durch die Nutzung
von GAL-Promotoren mit verdnderten DNA-Sequenzen verhindert werden kann (Peng et al.,
2018).

1.2 Eisen-Schwefel-Cluster

Eisen-Schwefel-Cluster (Fe/S-Cluster) sind vielseitige metallhaltige Kofaktoren, die in einer
Vielzahl von Proteinen und Enzymen in allen Domé&nen des Lebens vorkommen. Sie spielen
eine entscheidende Rolle in einer Vielzahl von biologischen Prozessen, darunter

Energiegewinnung, DNA-Synthese und -Reparatur, Enzymkatalyse und der Regulation des



zellularen Redoxgleichgewichts (Lénon et al., 2022). Dabei fand die Rekrutierung des Eisen-
Schwefel-Clusters als Kofaktor sehr friih in der Evolution statt. Die im Vergleich zu anderen
Metallen, welche als Kofaktor geeignet waren, hohe Abundanz von Eisen lasst eine friihe
Entwicklung von eisenhaltigen Kofaktoren vermuten. Die Eisen-Schwefel-Cluster befinden
sich in vielen Redoxenzymen der anaeroben Stoffwechselwege in Prokaryoten und Archaen
und ermdglichten die Entstehung der Photosynthese, was wiederrum die
Sauerstoffkonzentration so stark erhéhte, dass die sauerstoffempfindlichen Fe/S-Cluster nun
eine spezialisierte Maschinerie zur Biosynthese von Fe/S-Clustern benétigten (Baussier et al.,
2020). Dazu entwickelten sich Eisen-Schwefel-Cluster in verschiedenen Formen und
atomaren Zusammensetzungen. Am haufigsten kommen in der Natur [2Fe-2S], [3Fe-4S]
sowie [4Fe-4S]-Cluster vor (siehe Abbildung 1) (Beinert et al., 1997). Allerdings kdnnen auch
weitere Heteroatome und organische Molekile vorliegen, so zum Beispiel Homocitrat und
Molybdén, welche im komplizierten Eisen-Schwefel-Molybdan-Kofaktor (FeMoCo) der
Nitrogenase vorkommen (McSkimming & Suess, 2021). Dieses Cluster ermdglicht es aus dem
inerten N, der Atmosphére das bioverfiigbare NH3 zu synthetisieren, weshalb Molybdan als
Spurenelement indirekt fur die Menschheit als essentielles Element fur die Symbionten von
Leguminosen relevant ist. Das ungewohnliche Element Molybdéan kann zudem von dem
Element Vanadium oder Eisen ersetzt werden (Glazer & Kechris, 2009; Schmidt et al., 2024).
Auch Nickel wurde als Heteroatom in Eisen-Schwefel-Clustern, hier dem C-Cluster der
Kohlenstoffmonoxid-Dehydrogenase, in Form eines Ni-[4Fe-4S]-Clusters beschrieben (Hadj-
Said et al., 2015).

O : o= 0 x_ | g ‘ % x )“ .
D S G = <227
[2Fe-2S]*  [3Fe-dS]* [3FedS] [4Fe-dS]* [4Fe4S]* [8Fe-7S]* [8Fe-7S]**
[2Fe-2S]* [3Fe-4S]° [3Fe-4S]> [4Fe-4S]>* [4Fe-4S]° [8Fe-7S]** [8Fe-7S]?*

Abbildung 1: Strukturen und wichtigste Oxidationszustande von kristallografisch
definierten Fe/S-Clustern. Gezeigt werden verschiedene Clusterkonfigurationen mit
Eisen (rot) und Schwefel (gelb) [verandert nach (Johnson & Dean et al., 2005)].

Diese Vielfalt von Fe/S-Clustern erlaubt auch eine Fille von Eigenschaften und Funktionen.
Ihre Fahigkeit Elektronen tber die Eisen- und Schwefel-Atome zu delokalisieren bedingt ihre
Eignung fur ihre Hauptaufgabe des Elektronentransports, wie zum Beispiel bei der
Photosynthese oder in der Atmungskette (Glaser et al., 2000; Johnson & Dean et al., 2005).
Wahrend Ublicherweise ein Elektron Ubertragen wird, ermdglichen [8Fe-7S]-P-Cluster den

Transport von zwei Elektronen gleichzeitig (Peters et al., 1997). Ein anderes Beispiel fur die

3



Vielfalt von Funktionen sind Enzyme, welche zur Radical S-Adenosylmethionin (SAM) Familie
gehoren. Diese Enzyme nutzen [4Fe-4S]-Cluster um aus SAM ein 5'-Desoxyadenosylradikal
Zu erzeugen, welches wiederrum als Radikal eine Vielzahl an Reaktionen ermdglicht
(Broderick et al., 2014).

Nicht nur die atomare und geometrische Zusammensetzung der Eisen-Schwefel-Cluster
ermoglicht eine Modulation der Eigenschaften. Auch die Liganden der Cluster &ndern die
Eigenschaften und somit Funktionen stark. Das Redoxpotential ist stark von den Liganden
abhangig und neben der bekannten tetraedrischen Koordination der Eisenatome durch die
Thiolgruppe von Cysteinen ist auch die Koordination durch Histidin, Asparaginsaure, Serin,
Stickstoff der Peptidbindung zwischen Aminoséuren der Proteine und Heteromolekile wie
Wasser oder Glutathion méglich (Calzolai et al., 1996; Hurley et al., 1997; Hunsicker-Wang et
al., 2003; Li et al., 2009).

Rubredoxin
Fo L @D 4Cys
C 2-Cys, 2-His D
D 3-Cys, 1-His
[2Fe-2S] @ 2-Cys, 2-Glutathione
() 3-Cys, 1-Arg
| ¢ 4-Cys D
[3Fe-48] E « 3-Cys )
( 3-Cys, 1-His )
[4Fe-48] @) 3-Cys, 1-Asp
C 4-Cys ) ( 4-Cys (HiPiP) )
T 1 1 1 1 1 1
I 1 1 1 I 1 I I
-800 -600 -400 -200 0 200 400 600
E., (S.H.E)

Abbildung 2: Redoxpotentiale verschiedener Fe/S-Cluster- und Liganden-
konfigurationen. Gezeigt sind Eisen-Schwefel-Cluster in verschiedenen, (blichen
Konfigurationen und deren Redoxpotentiale (Bak & Elliott, 2014).

Neben der Zusammensetzung des Clusters selbst und der Einflisse durch verschiedene
Liganden ist, wie bei anderen Enzymen auch, die dreidimensionale Struktur des Proteins fir
die Eigenschaften relevant und das Zusammenspiel ermdglicht eine grofRe Palette an
Eigenschaften und ,Finetuning“ (siehe Abbildung 2). Dieses ,Finetuning® des Redoxpotentials
und weiterer Eigenschaften ermdglicht komplexe Systeme und ein Zusammenspiel von
mehreren Elektronenibertragungen, welche unterschiedliche Redoxpotentiale voraussetzen,

wie am Beispiel der Atmungskette zu sehen ist.
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1.3 Biosynthese von Eisen-Schwefel-Clustern

Eine Betrachtung der Biosynthese der verschiedenen Eisen-Schwefel-Kofaktoren zeigt, dass
verschiedene Biosynthesewege fur unterschiedliche Zellkompartimente und Organismen

existieren. Es sind vier verschiedene Biosynthesewege bekannt:

Sulfur Utilisation Factor (SUF)
Nitrogen Fixation (NIF)
Iron-Sulfur-Cluster (ISC)

Cytosolic Iron-Sulfur-Assembly (CIA)

YV V VYV V

1.3.1 SUF- und NIF-Maschinerie

Das SUF- und das NIF-System sind in manchen Organismen an der Fe/S-Cluster-Biosynthese
beteiligt. Das NIF-System kommt in Prokaryoten vor und wurde in A. vinelandii entdeckt, wo
es fur die Reifung der speziellen Eisen-Schwefel-Cluster fur die Nitrogenase genutzt wird (Xu
& Mgller, 2011). Auch wenn dieses System in manchen Organismen vorkommt, welche keinen
Stickstoff fixieren, zum Beispiel Heliobacter pylori und Entamoeba histolytica, so ist es
trotzdem in den meisten Fallen eng an die Fahigkeit des Organismus zur Stickstofffixierung
gebunden (Olson et al., 2000; Ali et al., 2004). Die nétige Schwefelquelle fur die Biosynthese
der Eisen-Schwefel-Cluster der Nitrogenase ist Cystein, welches mit Hilfe der NifS Cystein-
Desulfurase bewerkstelligt wird (Zheng et al., 1994). Das resultierende Persulfid wird daraufhin
auf NifU ubertragen, welches im weiteren Verlauf der Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese
eine Rolle spielt (siehe Abbildung 3) (Zheng et al., 1993; Hu & Ribbe, 2016). NifU dient als
Gerust, auf welchem die Eisen-Schwefel-Cluster zusammengesetzt werden, wahrend es
selbst zwei [2Fe-2S]-Cluster mit ungeklarter Funktion besitzt (Fu et al., 1994). Diese relativ
einfachen grundlegenden Fe/S-Cluster-synthetisierenden Proteine werden durch weitere
Proteine des Organismus erganzt welche eine spezialisierte Rolle erfillen kénnen, wie zum
Beispiel NfuA, welches als Fe/S-reifendes Protein unter Sauerstoffstress arbeiten kann
(Angelini et al., 2008). Auch mit anderen Fe/S-Biosynthesewegen kann eine Interaktion
stattfinden. Teilweise ist es moglich die Funktion von IscU durch NifU durch Uberexpression
zu ersetzen, wahrend IscS nicht durch NifS ersetzbar ist, aber NifU und NifS durch IscU
beziehungsweise IscS ersetzbar sind (Dos Santos et al., 2007). Zusammengefasst wird davon
ausgegangen, dass Organismen mit NIF-Maschinerie diese als spezialisiertes System nutzen,
wahrend die ISC-Maschinerie als ,housekeeping“-System dient (Johnson, Dos Santos &
Dean, 2005).



NifS Fo2* NifU Fe protein
Cys
Ala -SH [4Fe—4S] [4Fe—4S]
L J | ] J
Sulfur Cluster Cluster
mobilization assembly transfer

Abbildung 3: Hauptkomponenten der NIF-Maschinerie. Gezeigt sind die zwei mindestens
bendtigten Proteine zur Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese mit Hilfe der NIF-Maschinerie
(Santos & Dean, 2011).

Die Sulfur Utilisation Factor (SUF)-Maschinerie ist ein weiteres weit verbreitetes System zu
Biosynthese von Eisen-Schwefel-Clustern (siehe Abbildung 4). Organismen, welche dieses
System beinhalten sind vor allem Prokaryoten, manche Spezies wie Staphylococcus aureus
oder Mycobacterium tuberculosis nutzen die SUF-Maschinerie sogar als einziges System zur
Biosynthese von Eisen-Schwefel-Clustern (Huet et al., 2005; Boyd et al., 2014; Mashruwala
et al., 2015). Aber auch in den Chloroplasten von Pflanzen ist dieses System auffindbar (Bai
et al., 2018). Es wird davon ausgegangen, dass in E. coli das SUF-System als Notfallsystem
dient, um dem Organismus Resistenz gegenuber harschen Bedingungen wie Eisenmangel
oder der Anwesenheit von reaktiven Sauerstoffspezies zu verleihen (Nachin et al., 2003).
Ahnlich anderen Systemen wird Cystein als Schwefelquelle genutzt. Dabei agiert SufS mit
verschiedenen Partnern als Cystein-Desulfurase. Ublicherweise wird ein Dimer mit SufE
gebildet, welches aber auch durch SufU funktionell ersetzt werden kann (Albrecht et al., 2010).

Die genaue Art der Ubertragung des Eisens in diesem Biosyntheseweg ist ungeklart.

Fe-S cluster assembly Fe-S cluster delivery

Two-components Iron donor Scaffold Carrier Target

cysteine desulfurase
O
(@ (e ee. &
L-cysteine o
X g3
L-alanine ‘
e @

-SufE SufB-SufC-SufD
(5ufS-Sufu) (SufT)

Abbildung 4: Uberblick tiber die SUF-Maschinerie. Gezeigt sind die Hauptkomponenten
der SUF-Maschinerie, aufgeteilt in Synthese (assembly) und Transport/ Lieferung (delivery)
(Garcia et al., 2019).



Schwefel und Eisen reagieren auf dem Gerustkomplex SufBC.D zu Eisen-Schwefel-Clustern.
Der Proteinkomplex aus E. coli besitzt als Fe/S-Liganden des Proteins SufB neben der
kanonischen Aminoséure Cys405 die Aminosauren Glu434, His433 und/oder Glu432 (Yuda
et al., 2017). In vitro kann SufB sowohl [2Fe-2S] als auch [4Fe-4S]-Cluster an Apo-Zielproteine
transferieren (Garcia et al.,, 2019). SufC besitzt neben einem konservierten Glutamatrest
strukturelle Ahnlichkeiten zu ABC-ATPasen und zeigt auch eine entsprechende ATPase-
Aktivitat. Eine Interaktion mit SufB und SufD erhoht diese ATPase-Aktivitat das bis zu 180-
fache (Petrovic et al., 2008). SufD ist in vielen Organismen als Paralog von SufB vorhanden,
bindet aber alleine kein Eisen-Schwefel-Cluster. Wahrend eine Struktur kristallografisch
bestimmt wurde und die Funktion ein Thema in der aktuellen Forschung ist, ist sie dennoch
weiterhin ungeklart (Badger et al., 2005; Veronesi et al., 2024). Der physiologisch relevante
Komplex SufBC,D kann durch Konformationsénderungen die Position des Fe/S-Liganden
Cys405 so verandern, dass dieser nach aulRen freiliegend ist, was wahrscheinlich die Funktion
der Fe/S-Synthese moduliert (Hirabayashi et al., 2015). Neben dem Gerlistkomplex existieren
auch die Transportproteine SufA und SufT (Gupta et al., 2009; Mashruwala & Boyd, 2018).

1.3.2 ISC-Maschinerie

Die Backerhefe, welche im Verlauf dieser Arbeit als Modellorganismus dient, besitzt zwei
Systeme zur Biosynthese von Eisen-Schwefel-Clustern. Wegen der Nutzung von S. cerevisiae
als Hauptorganismus in dieser Arbeit, wird ab hier auch, wenn mdéglich, der Name des in Hefe
exprimierten Proteins verwendet oder angegeben. Nachdem in den 90er Jahren die NIF-
Maschinerie gefunden wurde, wurde kurz darauf auch die ISC-Maschinerie entdeckt,
ausgehend von der Beobachtung, dass in Azotobacter vinelandii eine ,loss of function®
Mutation der SUF-Maschinerie nicht letal war (Zheng et al., 1998; Garcia et al., 2024). Die ISC-
Maschinerie der Backerhefe ist in den Mitochondrien lokalisiert (siehe Abbildung 5). Wie auch
die SUF- und NIF-Maschinerie benétigt die ISC Maschinerie eine Cystein-Desulfurase. Nfs1l,
ein Homolog des bakteriellen IscS, stellte sich als diese Desulfurase mit ahnlicher Aktivitat zu
NifS und dem gleichen Kofaktor, PLP, heraus (Flint, 1996). Nfsl bildet einen Komplex mit
Isd11, welches fur die Funktion als Sulfiddonor der Fe/S-Biosynthese essentiell und weit
verbreitet in Eukaryoten ist, aber nicht in Bakterien vorkommt (Wiedemann et al., 2006). Neben
dieser Funktion kann IscS auch Schwefel fir andere Stoffwechselwege wie die Thiamin-
Synthese liefern (Shi et al.,, 2010). Zusatzlich ist Acpl an der Persulfid-Biosynthese aus
Cystein beteiligt und somit fir das ISC essentiell (Pandey et al., 2024). Umstritten ist die
Funktion des Frataxin-Homologs Yfh1, welches Eisen in Form von Fe?" binden kann, als
Eisendonor (Gakh et al., 2008; Lill & Freibert, 2020). Isul bildet das Gerust, welches die
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Bildung von Fe/S-Clustern erlaubt. Dabei kann es mit mehreren Proteinen des ISC-Systems
interagieren. Das Ferredoxin Yahl und die Ferredoxinreduktase Arh1, neben ihrer Funktion in
der Biosynthese von Ham-a, liefern die bendétigten Elektronen zur Reduktion von Schwefel zu
Sulfid indem Arh1 zuerst von NADPH reduziert wird, welches dann wiederrum das [2Fe-2S]-
Protein Yahl reduziert, welches das Elektron an den Isul-Komplex weitergibt (Alves et al.,
2004; Garcia et al., 2024). Das dort gebildete Fe/S-Cluster wird durch die Interaktion mit dem
Chaperon Ssq1 freigesetzt, wobei das Kochaperon Jacl sowie der Nukleosidaustauschfaktor
Mgel auch an diesem Prozess beteiligt sind (Dutkiewicz et al., 2006). Das zur CGFS-
Untergruppe zugehorige Monothiol-Glutaredoxin Grx5 ist auf bisher ungeklarte Weise an
einem Transferprozess der Fe/S-Cluster vom Isul-Gerustkomplex auf Zielproteine beteiligt
(Lillig et al., 2008). Es konnte festgestellt werden, dass Grx5 mit Isal interagiert und durch
eine  Uberexpression von Isal oder Isa2 in Agrx5-Zellen den entstandenen
Wachstumsphanotyp wieder riickgangig macht (Kim et al., 2010). Diese Proteine Isal und
Isa2 bilden einen Komplex mit Iba57, welcher die Synthese eines [4Fe-4S]-Clusters aus einem
Edukt, welches wahrscheinlich durch Grx5 transportiert wird, ermdglicht. Dabei ist es je nach
Oxidationszustand des [2Fe-2S]-Edukts denkbar, dass kein Elektronendonor fur diese
Reaktion nétig ist (Braymer & Lill, 2017). Je nach Zielprotein ist die Nutzung von weiteren
Cluster-bindenden Proteinen zur Ubertragung der Cluster nétig. Neben dem Isal-lsa2-1ba57-
Komplex wurde ein weiteres Protein als mdgliches Gerlstprotein zur [4Fe-4S]-Synthese
vorgeschlagen, wobei dessen Fahigkeit zur [4Fe-4S]-Synthese als Homodimer und der
Bereitstellung der Edukte durch einen Grx5-Bol3-Komplex experimentell aufgezeigt wurde
(Nasta et al., 2020). Ein Zusammenhang zwischen der Fe/S-Biosynthese, Ind1 und dem
Cluster-Gehalt von Komplex | konnte in Eukaryoten mit einem membranstandigen Komplex |
festgestellt werden (Bych et al., 2008). Eine Versorgung mit Eisen wird durch den Importer
Mrs3/4 gewahrleistet, wahrend Atm1 vermutlich den Export eines noch ungeklarten Stoffes fir
die zytosolische Fe/S-Synthese ermdglicht (Srinivasan et al., 2014). Atm1 ist ein essentieller

ABC-Transporter, welcher zusammen mit GSH funktioniert (Sipos et al., 2002).
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Abbildung 5: Proteine der ISC-Maschinerie. Gezeigt sind die bisher bekannten beteiligten
Proteine an der mitochondrialen Fe/S-Biosynthese, der ISC-Maschinerie in Hefe. Das
uncharakterisierte exportierte Intermediat wurde als (Fe-S)in gekennzeichnet (abgeéandert
nach Dancis et al., 2024).

Neben der Synthese und dem Transfer von Eisen-Schwefel-Clustern ist fir ein
funktionierendes Fe/S-Protein die Faltung auch essentiell, zumal Apo-Fe/S-Proteine oft
instabiler als Holoproteine sind und somit schnell degradiert werden kdnnen. Dieser Prozess
ist flr Fe/S-Proteine noch wenig untersucht. Wahrend frihere Studien einen Zusammenhang
zwischen der Expression von Chaperonen und der Reifung von Aconitase in E. coli zeigten
(Gupta et al., 2006), kamen neuere Studien zu dem Schluss, dass das Chaperon Hsp90 und
Chaperone der J-Protein Familie nicht an der Fe/S-Biogenese beteiligt sind (Carvalho et al.,
2023).

1.3.3 CIA-Maschinerie

Wahrend die ISC-Maschinerie fir die Biogenese und den Einbau von Fe/S-Kofaktoren der
mitochondrialen Fe/S-Proteine bendtigt wird, ist fur die Reifung der zytosolischen und
nuklearen Fe/S-Proteine die CIA-Maschinerie (siehe Abbildung 6) unerlasslich. Diese Gruppe
von Proteinen zeigt eine starke Konservierung zwischen dem Menschen und dem
Modellorganismus Hefe. Im Gegensatz zu allen anderen Fe/S-Biogenese-Systemen fehlt ihr

jedoch die Mdglichkeit Sulfid mit Hilfe einer Cystein-Desulfurase zu erzeugen. Diese Aufgabe
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wird hingegen von einem unbekannten Stoff ilbernommen, welcher aus den Mitochondrien mit
Hilfe des Transporters Atm1 exportiert wird, was auch dazu fihrt, dass die CIA-Maschinerie
nur unter Anwesenheit einer funktionierenden 1SC-Maschinerie Eisen-Schwefel-Cluster
erzeugen kann (Lill et al., 2015). Die Proteine der zentralen ISC-Maschinerie sind essentiell
fur die Funktion des CIA-Systems (Lill et al., 2012). Es konnte in Experimenten gezeigt werden,
dass eine Ligation von [2Fe-2S]-Clustern durch GSH mdglich ist, aber ein ausschlief3lich an
GSH gebundener Kofaktor wahrscheinlich nicht der exportierten Form entspricht (Qi et al.,
2012; Lill et al., 2015). Alternativ wurde die Vermutung aufgestellt, dass GSSG oder GSSSG
als Exportmolekil dienen, was allerdings unwahrscheinlich erscheint, da die
Glutathionoxidoreduktase GlIrl im Zytosol GSH zu GSSG oxidieren kann (Schaedler et al.,
2014). Trotzdem ist eine Abhangigkeit der Fe/S-Biosynthese von GSH eindeutig festzustellen
und die genauen Zusammenhange sind noch unklar (Kumar et al., 2011). Die Abhangigkeit
der CIA- von der ISC-Maschinerie legt auch eine Kommunikation der beiden Biosynthesewege
nahe. Die P-loop ATPasen Nbp35 und Cfd1 bilden einen heterotetrameren Geritistkomplex,
auf welchem transiente [4Fe-4S]-Kofaktoren synthetisiert werden (Netz et al., 2007; Pallesen
et al., 2013). Zudem besitzt Nbp35 neben dem transienten [4Fe-4S]-Kofaktor, welcher die
Komplexpartner verbriickt, einen weiteren [4Fe-4S]-Kofaktor im N-terminalen Bereich von
Nbp35 (Netz et al., 2012). Die ATPase-Domaéne ist essentiell fir die Beladung des Komplexes
mit Fe/S-Clustern, allerdings ist der genaue Mechanismus unbekannt (Netz et al., 2012). Zur
Clustersynthese werden Elektronen benétigt, welche von der Diflavin-Reduktase Tah18 und
dem Fe/S-Protein Dre2 in vitro mit Hilfe von einem [2Fe-2S] auf das Zielprotein lbertragen
werden (Netz et al., 2010). Dre2 besitzt zusatzlich einen [4Fe-4S]-Kofaktor und zeigt eine
Lokalisierung in der Nahe der Mitochondrien auf (Peleh et al., 2014). Nach der friihen CIA-
Maschinerie werden Cluster vom Gerlustkomplex auf das Fe-Fe-Hydrogenase-ahnliche
Protein Narl Ubertragen. Die zwei Cluster von Narl unterscheiden sich in mehreren
Eigenschaften. Zum Einen unterscheidet sich die Stabilitét, zum anderen ist eines der Cluster
in Nahe der Proteinoberflache gebunden (Urzica et al., 2009). Forschungsergebnisse zeigten,
dass Narl mit Nbp35, Cfd1 und dem CIA-Targeting-Complex (CTC) aus Cial, Cia2 und Met18
einen schwach gebundenen Komplex als Metabolon bildet, welcher durch auf3erliche Einfliisse
reguliert werden kann und auf das Fe/S-Cluster in Narl angewiesen ist (Fan et al., 2022). Es
ist bekannt, dass die humanen Homologe der CTC-Proteine auf definierte Zielproteine
spezialisiert sind (Paul & Lill, 2015). Das humane CIA-Protein CIA2A ist zusammen mit dem
Eisenregulationsfaktor IRP2 an der Eisenhomdostase beteiligt, jedoch existiert kein Homolog
hierzu in der Béackerhefe (Paul & Lill, 2014). Neben dem ,branching® des CTC existieren
weitere spezialisierte Adaptorproteine, Yael und Ltol, welche fir die Reifung von RIil
essentiell sind und ihr konserviertes Tryptophan zur Interaktion mit dem CTC nutzen (Paul et

al., 2015). Es gibt noch viele offene Fragen zur Interaktion zwischen Zielproteinen und der
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CTC, wobei kirzlich die Flexibilitat von Met18, sowie eine Bindung des Zielproteins an eine
konservierte Stelle von Cial als wichtige Bestandteile dieses Prozesses definiert werden
konnten (siehe Abbildung 7) (Kassube & Thoma, 2020). Zudem zeigte sich das C-terminale
Tryptophan im LDW-Motiv als ausschlaggebendes Merkmal zur Erkennung von ca. 25 % aller

Zielproteine (Marquez et al., 2023).

Electron transfer Scaffold protein
complex complex

Targeting complex Adapter complex

machinery

Core ISC assembl
Mitochondrion machinery Y

Abbildung 6: Proteine der CIA-Maschinerie. Gezeigt ist der Prozess der Biosynthese von
Fe/S-Clustern im Zytosol von Hefe. Dabei ist die Funktion von Grx3/4 nicht endguiltig geklart,
und Yael/Ltol ist, soweit bisher bekannt, nur fur das Zielprotein Rlil notig. Das CTC-Protein
MMS19 entspricht Metl18 aus S. cerevisiae (abgedndert nach Lill et al., 2015).

Abbildung 7: Cryo-EM des CIA-targeting-Complex aus H. sapiens. Gezeigt sind zwei
Cryo-EM-Strukturen, wobei die drei CIA-Proteine CIAO1, CIAO2B und MMS19 (Cial, Cia2
und Metl8 in S. cerevisiae) an zwei verschiedene Klientenproteine gebunden ist (PriS-PriL
links, Dna2 rechts), ermdglicht durch die hohe Flexibilitat von MMS19 (Kassube & Thoma,
2020).
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Eine Stérung der humanen Fe/S-Biosynthese hat eine Vielzahl an Auswirkungen (siehe
Abbildung 8) und l6st zum Beispiel schwerwiegende Krankheiten wie die Friedreich-Ataxie aus
(Monfort et al., 2022). In vielen Fallen fuhrt es zur Apoptose, da Eisen-Schwefel-Cluster-
Protein an vielen essentiellen Prozessen beteiligt sind. Bei teilweiser Stérung wird eine
Kaskade an regulatorischen Effekten ausgelost, die den Symptomen einer Eisendepletion
ahnelt (siehe Abbildung 8). Im humanen Proteom konnte eine Verbindung zwischen dem
humanen Cia2-Homolog CIA2A und dem Fe/S-Protein IRP1, welches eine essentielle Rolle
fur die Eisenhomdostase spielt gezeigt werden. Die Regulation ist aber nicht nur auf den
Einbau von Fe/S-Clustern beschrankt, wie die Stabilisierung von IRP2 durch CIA2A zeigt
(Stehling et al., 2013). Das zweite humane Cia2-Homolog CIAO2B ist hierbei fur die Reifung
anderer Fe/S-Proteine zustdndig und die Depletion von humanem CIA1, CIA2A und CIAO2B
zeigt keinen Effekt auf die mitochondrialen Fe/S-Proteine Aconitase und Succinat-
Dehydrogenase (SDH) (Albrecht et al., 2010; Stehling et al., 2013). Diese Beobachtungen sind
auch ein Beispiel fur das ,branching®, was eine Spezialisierung der spaten CIA-Proteine auf
spezifische Fe/S-Proteine vermuten lasst. Die Beteiligung der CIA-Maschinerie in der
Eisenhomoostase der Hefe konnte bereits aufgezeigt werden, wobei Experimente sogar die
Einbeziehung der Fe/S-Biosynthese als Zwischenschritt der Regulation implizieren, wobei

immer noch offene Fragen hierzu existieren (Chen et al., 2004).
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Abbildung 8: Effekte auf zelluldre Prozesse durch Beeintrachtigung der Fe/S-
Biosynthese. Gezeigt sind die Stoffwechselwege, auf welche sich eine Fe/S-Defizienz
auswirkt (Xu & Mgller, 2011). Neben der DNA-Reparatur ist auch die DNA-Synthese durch
Poll, Pol2 und Pol3 reprimiert.
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1.4 Eisenhomoostase in S. cerevisiae

Die Auswirkungen von Eisen- und Eisen-Schwefel-Depletion sind teilweise &ahnlich. Die
Eisenhomoostase wird durch ein komplexes System aus vielen Proteinen sowohl durch
Kontrolle der Transkription und Translation, als auch in spateren Schritten beeinflusst (siehe
Abbildung 9). Die Eisenaufnahme wird aber nicht nur durch das klassische Eisenregulon
moduliert, sondern vermutlich auch durch weitere Signalwege (Martins, Costa & Pereira,
2018). Eine strikte Kontrolle der Fe?*-Abundanz ist besonders wichtig, da dieses per Fenton-
Reaktion fur die Zelle gefahrliche Radikale erzeugen kann und Hefe kein Eisen ausscheiden
kann, sondern nur die Aufnahme regulieren kann (MacKenzie et al., 2008). Unter Eisen-
Sattigung wird die Aufnahme von Eisen durch das ,low affinity“ System, bestehend aus den
konstitutiv exprimierten Metallionentransporter Smfl und dem Eisentransporter Fet4,
durchgefiihrt (Martins, Costa & Pereira, 2018). Uberschiissiges Eisen wird durch den
Fe?*/Mn?*-Transporter Cccl in die Vakuole importiert, wobei eine Verbindung zu den
Eisentransportern Mrs3 und Mrs4 besteht, da der Phanotyp durch die Deletion eines der Gene
durch die Uberexpression des jeweils anderen Proteins gerettet werden kann, was auch
impliziert, dass verschiedene Kompartimente der Zelle den selben Vorrat an Eisen nutzen (Li
& Kaplan, 2004). Bei hohen Eisenkonzentrationen induziert der eisenabhangige
Transkriptionsfaktor Yap5 die Transkription von Cccl, dem Glutaredoxin Grx4, dem Fe/S-
Protein Tywl und dem kupferbindenden Metallothionein Cupl. Dabei wurde postuliert, dass
Grx4 und Tyw1 Uberschissiges Eisen in Form von Fe/S-Clustern absondern (Li et al., 2011).
Das Glutaredoxin Grx3 und Grx4 wirken aulerdem UUber die Inhibition der
Transkriptionsfaktoren Aft1l und Aft2, welche bei geringen Eisenkonzentrationen wirken (Ojeda
et al., 2006; Poor et al., 2014). Die Lokalisierung wird als Reaktion auf die Eisenkonzentration
durch die Karyopherine Psel und Msn5 gesteuert, wobei Msn5 bei hoher Eisenkonzentration
Aft1/2 aus dem Nukleus exportiert, wahrend Psel konstant importiert (Ueta et al., 2007). Auch
die eisenregulierten Repressoren Fral und Fra2 sind an diesem Prozess beteiligt. Da auch
Eisen-Schwefel-Cluster an diesem Prozess beteiligt sind wurde der Zusammenhang zwischen
Fe/S-Biosynthese und Eisenhomdostase untersucht, wobei festgestellt wurde, dass die
Eisenhomoostase von dem ISC-, aber nicht vom CIA-System abhangig ist (Chen et al., 2004;
Rutherford et al., 2005). Wahrenddessen ist die Rolle von Cupl ungeklart. Cccl wird
auf3erdem durch die Transkriptionsfaktoren Msn2 und Msn4, sowie den Glukosesensor Snfl
reguliert (Li et al., 2017).
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Abbildung 9: Zusammenfassung der an der Eisenhomdostase von S. cerevisiae
beteiligten Proteine. Gezeigt sind Proteine und Prozesse, welche Teil der Eisenhomdostase,
oder durch sie beeinflusst sind (Ramos-Alonso et al., 2020).

Unter eisendepletierten Bedingungen wird Fe®** durch die Reduktasen Frel und Fre2 zu Fe?*
reduziert und durch einen Komplex aus der Oxidoreduktase Fet3 und der Eisenpermease Ftrl
ins Zytosol transportiert, oder als Fe*'-Siderophor-Komplex mit Hilfe von des
Transportkomplexes Arnl-4 durch die Membran transportiert (Stearman et al., 1996; Heymann
et al., 2000). Siderophorgebundenes Eisen kann auch durch Frel-Fre4 reduziert werden und
durch den Fet3-Ftrl-Komplex importiert werden. Auch die Zellwandproteine Fit1-3 sind in den
Import involviert (Protchenko et al.,, 2001). Niedrige Eisenkonzentrationen fuhren zu einer
erhohten Expression aller genannten ,high-affinity“-Proteine, wobei bei oxidativem Stress
vermehrt Fe3* und unter anaeroben Bedingungen vermehrt Fe?* importiert wird. Zellen, deren
Hambiosynthese durch eine Deletion des Hambiosynthesegens HEM1 gehemmt ist,
exprimieren kein Fet3 und Ftrl (Crisp et al., 2003). Bei einer Unterversorgung mit Eisen wird
zuerst der Eisenbedarf der Mitochondrien gedeckt, indem die Importer Mrs3/4 aktiviert werden,
welche zusatzlich zu Eisen auch Cu?* mit ahnlicher Affinitat transportieren konnen (Froschauer
et al., 2009). Weitere durch Eisenmangel induzierte Gene sind FRE6 (Metallreduktase der
Vakuole), FET5 und FTH1 (,high affinity® Eisentransport), SMF3 (,low affinity* Transporter),
sowie CTH1 und CTH2, welche Proteine kodieren, die einen Abbau der mRNA von Proteinen
aus eisennutzenden Stoffwechselwegen, wie der Atmungskette und Hamsynthese, erhoht
(Singh et al., 2007; Puig et al., 2008). Ein Eisenmangel erhdht auch die Abundanz der
Hamoxygenase Hmx1, welche durch Hamdegradation die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren

Hapl1/2/3/4/5 verringert, wodurch wiederum die Transkription von Genen des aeroben
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Wachstums wie eisenreiche Cytochrome verringert, wahrend die Himkonzentration wiederum
eine Reihe an weiteren Auswirkungen auf das Proteom der Zelle hat (Kwast et al., 1998). Die
sphingolipidaktivierbaren Proteinkinasen Pkhl und Ypkl sind Mediatoren der Eisentoxizitat
(Lee et al.,, 2012). Auch das an der Sphingolipidbiosyntheseprotein Sur2 ist an der
Eisenhomdostase beteiligt. Die mitochondriale Phospholipase DdI1 wird auch durch Aftl/2
reguliert, was auf die Beteiligung von bioaktiven Lipiden in der Eisenhomdostase hindeutet
(Yadav & Rajasekharan, 2016).

Eine weitere Mdglichkeit der Eisenregulation involviert die Proteinkinase A (PKA), ein Tetramer
aus Bcyl, Tpkl, Tpk2 und Tpk3. Der Mechanismus der Regulation ist ungeklart, aber es
konnte beobachtet werden, dass eine Deletion von TPK2 die Expression vieler
Eisentransportproteine wie Ftrl induziert (Schothorst et al., 2017). Eine bisher nicht bis ins
Detail geklarte Rolle hat auch die Proteinkinase Hogl in der Eisenhomoostase, wo es an der
Phosphorylierung von Aftl beteiligt ist (Martins & Pereira et al., 2018). Auch wurde inzwischen
die Rolle von GSH in der Eisenhomdostase beschrieben, wobei hier die Ubergénge zwischen
Fe/S- und GSH-vermittelter Eisenhomoostase flieBend ist, da zum Beispiel GSH fir den
Export des Fe/S-Prakursors bendétigt wird (Daniel et al., 2020). Obwohl Schllsselproteine der
Eisenhomoostase wie Aftl/2 inzwischen beschrieben und charakterisiert sind, existieren
immer noch viele offene Fragen zur Regulierung der Eisenaufnahme, Eisenverteilung und

Beteiligung von Signalwegen.
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1.5 Extramitochondriale Eisen-Schwefel-Proteine

Neben den Proteinen der CIA-Maschinerie, welche selbst fest oder transient gebundene
Eisen-Schwefel-Cluster enthalten, sind bisher 19 weitere zytosolische und nukleare Eisen-
Schwefel-haltige Proteine in S. cerevisiae identifiziert worden. Diese sind alle auf die CIA-
Maschinerie angewiesen um von ihrer Apoform in ihre Holoform versetzt zu werden. In den

folgenden Abschnitten werden diese 19 Fe/S-Proteine und deren Funktion beschrieben.

1.5.1 DNA-Instandhaltung durch Polymerase a, €, d und §

Eisen-Schwefel-Cluster sind an der DNA-Synthese und Replikation, sowie der Erhaltung der
Genomstabilitat beteiligt. Die Replikation von doppelstrangiger DNA wird im Nukleus von
Eukaryoten von den drei Polymerasekomplexen Pol a, Pol & und Pol ¢ durchgefihrt. Zur
Nutzung der Polymeraseaktivitdt wird ein Primer bendtigt, welcher von der Primase an der
sSDNA synthetisiert wird. Bevor diese Proteine jedoch an die DNA binden, muss diese erst
durch andere Proteine vorbereitet werden. Dabei ist dieser Prozess in eukaryotischen
Organismen wesentlich komplexer als in Prokaryoten, in welchen er detaillierter untersucht
wurde (Johnson & O'Donnell, 2005). Die Polymerasen 6 und ¢ bendtigen zur Bindung einen
AAA+ clamp-loader (RFC-Komplex), welcher zusammen mit einem Ringklemmenprotein
(PCNA) unter ATP-Verbrauch die Polymerase an die DNA bindet (Bowman et al., 2004).
Aktuelle Studien legen nahe, dass eine der Aufgaben von [4Fe-4S]-Kofaktoren in DNA-
prozessierenden Proteinen die Nutzung als Redoxschalter sein kdnnte, da die DNA-Affinitat
des Kofaktors um einen Faktor von ~500 durch den Redoxzustand geandert werden kann
(Barton et al., 2019). Auch wurde der DNA-vermittelte Ladungstransfer als Mechanismus fir

die DNA-Schadensiiberwachung vorgeschlagen (Barton et al., 2019).

Pri2 und Poll sind an der DNA-Instandhaltung beteiligt. Nach der Auftrennung der dsDNA
durch Helikase und andere Proteine wie die Topoisomerase bei der DNA-Replikation kann Pol
o, bestehend aus Poll und Pol12, zusammen mit den Primasen Pril und Pri2 einen Komplex
bilden um an die ssDNA zu binden (Yuan et al., 2023). Dabei ist die Aufgabe einer Primase
ein kurzes komplementares Stick RNA zu erzeugen, welches von der Polymerase o als
Ansatzstelle flr die Elongation genutzt werden kann. Dabei besitzen Poll und Pril die DNA-
Polymerase bzw. RNA-Primase Aktivitat, wahrend Pol12 als Plattform zur Assemblierung des

Komplexes und Pri2 als flexibles Scharnier, welches das katalytische Zentrum von Poll
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stabilisiert, eine strukturelle oder regulatorische Aufgabe erfiillen (Yuan et al., 2023). Die
Primasen Pril und Pri2 synthetisieren zuerst einen RNA-Primer aus 10 nt, welcher daraufhin
mit Hilfe der Polymerase o durch ein 15-20 nt langes DNA-Segment verlangert wird, wodurch
ein 25-30 nt langes RNA/DNA-Hybridsegment entsteht (Klinge et al., 2009). Die Untereinheit
Pri2 enthalt ein redoxaktives [4Fe-4S]-Cluster, welches von Cys336, Cys417, Cys434 und
Cys474 ligiert wird (siehe Abbildung 10) (Sauguet et al., 2010). Dieses Cluster konnte laut
Studien genutzt werden um die Bindung der Primase an die DNA zu modulieren, wobei das
oxidierte [FesS4]**-Cluster eine deutlich erhohte Affinitat zur DNA aufweist als die reduzierte
Form (Salay et al., 2022). Aufgrund dieses Effekts wird vermutet, dass das Fe/S-Cluster von
Pri2 als Redoxschalter dient, welcher nach der Synthese des Primers ein Elektron vom Fe/S-
Cluster von Poll erhélt, wodurch sich die Affinitat von Pri2 zur DNA verringert, das aktive
Zentrum der Primase sich von der DNA 16st und die Polymerase-Untereinheit des Komplexes
die DNA-Synthese weiterfiihren kann (O'Brien et al., 2017). Zur Ubertragung der Elektronen
konnten sowohl die DNA, als auch eine Reihe an Tyrosinresten von Pri2 zustandig sein
(O'Brien et al., 2018; Salay et al., 2022).

RNA

Abbildung 10: PRIM2, gebunden an einen RNA/DNA-Heteroduplex. Gezeigt ist eine
Kristallstruktur des humanen Homologs von S. cerevisae Pri2, PRIM2, gebunden an einen
RNA/DNA-Heteroduplex (Mullins et al., 2024).

Poll, mit einem Molekulargewicht von 167 kDa, kann in vitro ein sehr labiles [4Fe-4S]-Cluster
binden, weshalb friihere Experimente stattdessen ein ligiertes Zinkion implizierten. Spater
konnte nachgewiesen werden, dass das erste konservierte cysteinhaltige Motiv (CysA) ein
Zinkion ligiert, wahrend die Aminosauren Cys1348, Cys1353, Cys1367 und Cys1372 des
CysB-Motivs das 4Fe4S-Cluster ligieren kdnnen (Klinge et al., 2009; Netz et al., 2011). Es
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Pol12 die Eiseninkorporation in der C-
terminalen-Domane von Poll erhdht, was unter anderem durch eine Beteiligung von Pol12 an
der Clusterinkorporation hinweisen konnte (Netz et al., 2011). Es ist unbekannt, ob der

Mechanismus der Bindung an Leit- und Folgestrang der DNA identisch ist. Das Adaptorprotein
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Ctf4 unterstutzt die Polymerase o bei der Initiation der DNA-Replikation (Porcella et al., 2020).
Poll und damit auch die Polymerase a ist ein sehr stabiles Protein, welches sogar nach
Depletion der transkribierten mRNA mehrere Zellzyklen aktiv war (Muzi Falconi et al., 1993).
Pol a enthéalt auch ein konserviertes Histonbindemotiv fir die die Histone H2A und H2B,
welches fir die Regulation des Replisoms aus Pol o und weiteren Proteinen eine Rolle spielt
(Evrin et al., 2018). Pol a, 6 und ¢ interagieren aufgrund ihrer wichtigen Rolle bei der DNA-
Replikation auch genetisch mit vielen anderen Proteinen (siehe Dubarry et al., 2015). Poll ist
als nuklear lokalisiertes Protein bekannt, wurde jedoch in einzelnen Studien auch in den
Mitochondrien nachgewiesen (Lasserre et al., 2013). Diese mdglicherweise duale
Lokalisierung eines Fe/S-Proteins wirde Gemeinsamkeiten von CIA- und ISC-
Zielproteinerkennung erfordern, da der Import eines solchen Proteins vom Zytosol in die

Mitochondrienmatrix ungefaltet und damit als Apoprotein erfolgen sollte.

Pol2 ist ein Bestandteil der Polymerase ¢. Nach der Synthese von DNA/RNA-Primern durch
Polymerase o kann die Polymerase ¢ die weitere Synthese des Leitstrangs der DNA
durchfuhren. Zudem Dbesitzt diese Polymerase eine mit einer Reparaturfunktion
zusammenhangende Exonukleasefunktion, mit Hilfe derer unpassende Nukleotide ersetzt
werden kénnen (Shivji et al., 1995). Dank dieser Funktion entsteht bei der DNA-Replikation
eine Fehlpaarung pro 10° synthetisierten Nukleotiden (Arana & Kunkel, 2010). Pol ¢ besteht
aus den drei Untereinheiten Pol2, Dpb2, Dpb3 und Dpb4, wobei Pol2 die katalytische
Untereinheit der DNA Polymerase ist (Netz et al., 2011; Yuan et al., 2020). Dbp3 und Dbp4
sind fir die Stabilitdt des Komplexes zustandig (Yuan et al., 2020). Das molekulare Gewicht
von Pol2 betragt 256 kDa und es besitzt ein [4Fe-4S]-Cluster, welches durch Cysteinreste
einer cysteinreichen Insertion der aktiven Polymerasedomane (Aminosaure 1-1187)
koordiniert wird (Jain et al., 2014). Die Liganden (Cys665, Cys668, Cys677 und Cys 763) flr
einen weiteren [4Fe-4S]-Cluster des CysX-Motivs im Zentrum der katalytischen Doméane
wurden wenige Jahre spéater bestimmt (siehe Abbildung 11) (Beek et al.,, 2019). Die
Polymerase arbeitet eng mit anderen DNA-Replikationsfaktoren zusammen, wie z.B. dem
Replikationsfaktor C, den Helikasen und den PCNA (proliferating cell nuclear antigen)-
Ladeproteinen, um eine effiziente und genaue DNA-Replikation sicherzustellen, wobei
Mutationen des humanen Homologs POLE mit einer erhdhten Abundanz von Tumoren
zusammenhangen (Henninger & Pursell, 2014). Das [4Fe-4S]-Cluster ist redoxaktiv und
konnte zur Modulation der Polymeraseaktivitat verwendet werden, wobei die Reduktion des
Clusters die Aktivitat erhoht und eine Oxidation des Clusters diese verringert (Pinto et al.,

2021). Interessanterweise ist Pol ¢ nicht essentiell fur die Zelle und kann, wenn auch unter
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Erzeugung eines starken Phanotyps in Hefe, in ihrer Funktion durch Pol § ersetzt werden (Kesti
et al., 1999).

B

*x K 6aa * 81aa *
Hs 650T@AAED..NEOQ...... T8O 748

Mm 650TCAACD...SCQ...... ICO 748
Xl 648TCAACD...TCOQ......ICO 746
Dr 649TICAACD...NCOQ...... ICQ 747
Dm 64sDCAAECD...RCK......TIICO 746

Sc 664DCASCD...TCAé.3....VCQ 764
aa

Abbildung 11: Fe/S-Kofaktor von Pol €. Gezeigt ist die Kryo-EM-Struktur der Fe/S-
bindenden Tasche der humanen Pol ¢(A) (Roske & Yeeles, 2024), sowie das
Sequenzalignment der Fe/S-bindenden Cysteinreste von Pol2 verschiedener Organismen
(Hs = Homo sapiens, Mm = Mus musculus, Xl=Xenopus laevis, Dr=Danio rerio,
Dm = Drosophila melanogaster, Sc = Saccharomyces cerevisiae) (B) (He et al., 2024).

Pol3 ist ein Bestandteil der Polymerase 8. Pol 8 hat drei Untereinheiten: Pol3, Pol31 und Pol32.
Dabei bindet die katalytische Untereinheit Pol3, welches 125 kDa misst, ein [4Fe-4S]-Cluster
Uber die Aminosauren Cys1056, Cys1059, Cys1069 und Cys1074 (Netz et al., 2011). Im
Gegensatz zu Pol ¢ bevorzugt Pol 6 den Folgestrang als Vorlage fur die DNA-Replikation (Nick
McElhinny et al., 2008). Dabei bindet Pol32 als regulatorische Untereinheit an PCNA, Pol31
an Pol32 und Pol3 an Pol31 (Nir Heyman et al., 2023). Das humane Homolog von Pol §
bendtigt das Fe/S-Cluster flr die PCNA-abhéngige Primer Extension, die Bindung an die DNA
und die Exonukleaseaktivitat (Jozwiakowski et al., 2019). In Hefe deuten Experimente auf eine
Beteiligung des Fe/S-Clusters an der Bindung zwischen Pol3 und Pol31, sowie der
Exonukleaseaktivitat hin (Chanet et al., 2021). Analog zu seiner Rolle in Pol2 kann das Fe/S-
Cluster auch die Aktivitat von Pol3 Uber seinen Redoxzustand modulieren, wobei eine
Oxidation die Aktivitat stark verringert (Bartels et al., 2017). Trotz des &hnlichen Aufbaus der
drei Polymerasen a, € und & scheint das Fe/S-Cluster teilweise unterschiedliche Aufgaben zu

Ubernehmen.

Rev3 ist ein Bestandteil der Polymerase £. Neben den bereits genannten Polymerasen der

DNA-Replikation existieren weitere Fe/S-Cluster-haltige Systeme welche mit der DNA

interagieren. Dabei ist die Polymerase { hervorzuheben, welche an einem Grol3teil der DNA-

Schaden induzierten Mutagenese beteiligt ist. Pol { ist eine Translasion (TLS) Polymerase,

welche durch ihr flexibles aktives Zentrum und die fehlende Exonukleaseaktivitat DNA-
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Lasionen uberspringen kann, welche bei anderen Polymerasen zum Abbruch der Synthese
fuhren wirden (Szwajczak et al., 2017). Dabei setzt sich Pol { aus der katalytischen
Untereinheit Rev3, Rev7, Pol31 und Pol32 zusammen (Gomez-Llorente et al., 2013). Nicht
nur die Untereinheiten von Pol £ und 5 sind teilweise identisch, auch die Proteine Rev3 und
Pol3 weisen Ahnlichkeit auf, wobei auch bei Rev3 ein [4Fe-4S]-Cluster durch das CysB-Motiv
koordiniert wird (Szwajczak et al., 2017). Rev3 besitzt eine molekulare Masse von 173 kDa
und nutzt Cys1446, Cys1449, Cys1468 und Cys1473 als Liganden des Fe/S-Clusters. Das
Fe/S-Cluster ist essentiell fur die Bildung des Komplexes und den Prozess der durch defekte

Replisome induzierten Mutagenese (DRIM) (Szwajczak et al., 2017).

1.5.2 DNA-Helikasen und DNA-Glykosylase

Chl1 ist eine nuklear lokalisierte Helikase mit einem Molekulargewicht von 99 kDa, welche an
DNA-Reparaturprozessen beteiligt ist. Mutationen des humanen Homologs DDX11 wurden als
Ursache fur das Warsaw-Breakage-Syndrom identifiziert . Das [4Fe-4S]-Cluster wird durch
Cys280, Cys298, Cys308 und Cys350 ligiert. Als Helikase nutzt Chll die Energie, welche bei
der Hydrolyse von ATP entsteht, um die DNA in eine gerade, abgewickelte und damit
exponierte Form zu bringen, sodass weitere Proteine, wie zum Beispiel DNA-Polymerasen an
die DNA binden kénnen (Wu & Brosh, 2012). Die Expression von Chll wird durch DNA-
Schaden induziert, wahrend gesunde Zellen niedrige Abundanzen dieses Proteins aufweisen.
Andere Helikasen kénnen auch RNA-Strukturen exponieren. Helikasen werden in vier kleine
und zwei groRe Familien (SF1 und SF2) klassifiziert (Singleton et al., 2007). Helikasen der
SF1 und SF2 besitzen zwei RecA-Motive, welche essentiell fir die Bindung von
Nukleinsduren, NTP, NTP-Hydrolyse, sowie dessen Kopplung mit der DNA-Abwicklung ist (Wu
& Brosh, 2012). Zwischen diesen RecA-Motiven liegen unterschiedliche proteinspezifische
Motive, wie zum Beispiel Walker A/B. Die Familien unterscheiden sich mechanistisch durch
verschiedene Faktoren, ihre Fahigkeit DNA oder RNA als Substrat zu nutzen, ihre Préferenz
des Subtrates der NTP-Hydrolyse und ihrer Abwicklungspolaritat in 3'-5° oder 5'-3-Richtung
(Fairman-Williams et al., 2010). Die SF1-Helikase UvrD aus E. coli weist eine ATP-Bilanz von
einem hydrolysierten ATP pro abgewickeltem DNA-Basenpaar auf, wobei die Ubertragbarkeit
dieser Energiebilanz auf andere Helikasen ungeklart ist (Lee & Yang, 2006). Chll ist ein
Mitglied der SF2-Familie, welcher auch die humanen Proteine FANCJ und XPD angehoren.
Es wickelt DNA in 5-3'-Richtung unter Verwendung von ATP ab und es konnten mehrere
Interaktionen und Aufgaben experimentell bestimmt werden, sodass Chll die Bindung von
Scc2 wahrend der DNA-Replikation an die DNA erh6ht und am Zentromer-Clustering der
Interphase beteiligt ist (Inoue et al., 2011; Rudra & Skibbens, 2013). Die Rolle des Fe/S-
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Clusters ist noch ungeklart, es gibt aber Hypothesen. Zum einen kann das Cluster eine
strukturelle Aufgabe erfilllen, zum anderen wurde eine Rolle in der Detektion von DNA-

Schéaden mittels Elektronentransfer vorgeschlagen (White, 2009).

Rad3 ist eine auch nuklear lokalisierte SF2-Helikase mit einem Molekulargewicht von 90 kDa,
welche ein Teil des TFIIH-Komplexes ist (siehe Abbildung 12). Damit spielt Rad3 eine wichtige
Rolle in der Transkription und der Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER). Das [4Fe-4S]-Cluster
wird von den Aminosauren Cys115, Cys133, Cys156 und Cys191 ligiert und ist essentiell fur
die Helikaseaktivitat, nicht aber flr die Stabilitat, DNA-Bindung oder ATPase Aktivitat, wobei
es auch an diesen Prozessen beteiligt ist (Rudolf et al., 2006; Pugh et al., 2008). Mutationen
des humanen Homologs XPD sind fir mehrere genetisch vererbbare Krankheiten urséachlich:
Xeroderma Pigmentosum (Mondscheinkrankheit, eine starke Hautempfindlichkeit gegentber
UV-Licht), Trichothiodystrophie (niedriger Schwefelgehalt und Brlichigkeit von Haaren) und
das Cockayne-Syndrom (eine Wachstumsbeeintrachtigung mit Mikroenzephalie) (Wu &
Brosh, 2012).

XPD interaction/
regulation

bundle

Architectural/
p34 interaction

Abbildung 12: Fe/S-Kofaktor der Untereinheit XPD des humanen TFIIH-Komplexes.
Gezeigt ist die Kristallstruktur des humanen Homologs des TFIIH-Komplexes (A), sowie des
des Rad3-Homologs XPD (B) (Greber et al., 2019).

Dna2 ist eine nuklear lokalisierte SF1-Helikase mit 5°—3'-Nukleasefunktion und einem
molekularen Gewicht von 172 kDa. Das [4Fe-4S]-Cluster wird von den Aminosauren Cys519,
Cys768, Cys771 und Cys777 koordiniert (Pokharel & Campbell, 2012). Bei Experimenten zur
Funktion von Dna2 konnte eine Beteiligung an der Prozessierung von Okazakifragmenten, der

Telomerstabilisierung und der Prozessierung von Doppelstrangbriichen gezeigt werden (Kang
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et al, 2010; Paeschke et al, 2010). Insbesondere die Prozessierung von
Doppelstrangbriichen ist essentiell und eine Funktionsunfahigkeit von Dna2 fuhrt zu
unkontrollierten Insertionen von bis zu 1.5 kBp groRen DNA-Fragmenten, vor allem aus Ty-
Retrotransposons, ribosomaler DNA und fragilen Regionen des Genoms, in
Doppelstrangbriiche, wodurch Mutationen und damit auch Krankheiten wie Krebs entsteht (Yu
et al.,, 2018). Ty-Retrotransposons sind mobile repetetive DNA-Sequenzen (TEs) aus Hefe
welche in finf Familien unterteilt werden kénnen und durch verschiedene Prozesse gezielt in
Zielregionen der DNA integriert werden (Bonnet & Lesage, 2021). Die Funktion von Dna2
Uberschneidet sich teilweise mit der Funktion der Exonuklease Exol (Wang et al., 2018). Die
Rolle des Fe/S-Clusters ist eng mit der enzymatischen Funktion verwoben, sodass eine
Mutation der clusterligierenden Cysteine zu einer starken Reduktion der Nuklease- und der
ATPase-Aktivitat, im Gegensatz zur unbeeinflussten Bindung an die DNA, fuhrt (Pokharel &
Campbell, 2012). Dna2 zeigt eine duale Lokalisierung mit unterschiedlicher Funktionalitat.
Neben der Funktion als nuklear lokalisiertem Protein ist es auch in den Mitochondrien

lokalisiert, wo es flr die Basenexzisionsreparatur zustandig ist (Duxin et al., 2009).

Ntg2 ist eine nuklear Ilokalisierte DNA-Glykosylase und DNA-(apurinische oder
apyrimidinische) Lyase (AP-Lyase) mit einem Molekulargewicht von 44 kDa, welche an dem
Prozess der Basenexzisionsreparatur (BER) beteiligt ist. Ntg2 ist ein Protein, dessen [4Fe-
4S]-Cluster von den Aminoséauren Cys319, Cys326, Cys329 und Cys335 ligiert wird, wahrend
das Paralog Ntg1, welches eine ahnliche Struktur und Funktion aufweist, keine Fe/S-Cluster-
Doméne enthalt (Meadows et al., 2003). Beide Proteine sind Homologe der Endonuklease Il
aus E. coli, welche auch ein [4Fe-4S]-Cluster aufweist (Thayer et al., 1995). Mit nur 125
Molekilen pro Zelle liegt Ntg2 in sehr geringer Abundanz vor (Ghaemmaghami et al., 2003).
Ntg2 wird im Gegensatz zu Ntgl, welches durch DNA-schédigende Stoffe induziert wird,
konstitutiv exprimiert (Alseth et al., 1999). Diese DNA-Schaden spielen in humanen Zellen eine
Rolle in Mutagenese, Krebs und dem Altern, weshalb das humane Homolog NTHL1 des Ntg2
durch BER als Hauptprozess die oxidativen DNA-Schaden beheben kann (Seeberg et al.,
1995). Hierbei wird zuerst die Veranderung einer Base festgestellt und diese dann durch die
DNA-Glykosylase entfernt, was eine abasische Stelle (AP site) der DNA zuriicklasst, wobei an
dieser Stelle das Phosphatriickgrat der DNA durch die AP-Lyase-Aktivitat von Endonukleasen
gespalten wird (Alseth et al., 1999). Danach wird die Reparatur durch Phosphodiesterasen,
DNA-Polymerasen und DNA-Ligasen fertiggestellt (Alseth et al., 1999). Neue
Forschungsergebnisse zeigten, dass die BER mittels Ntg2 seltener als die BER mittels Apn1/2
und Rad27 verwendet wird (Godin et al., 2016). Interessanterweise erhéht eine Deletion von

Ntg2 die Resistenz von S. cerevisiae gegenuber H.O, (Melo et al., 2004).
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1.5.3 Ribosome und tRNA Modifizierung

RIil ist ein essentielles ABC-Protein des Nukleus und Zytosols mit zwei [4Fe-4S]-Clustern,
welches an der Biogenese von Ribosomen beteiligt ist und ein molekulares Gewicht von
68 kDa aufweist. Dabei dienen die konservierten Aminosauren Cysl7, Cys22, Cys25 und
Cys65 als Liganden eines Fe/S-Clusters und die Aminosauren Cys55, Cys58, Cys61 und
Cys29 als Liganden des zweiten Fe/S-Clusters (Kispal et al., 2005). Bei der Biogenese von
Ribosomen entsteht die 27SBs rRNA im Nukleolus und die 5S rRNA aulR3erhalb des Nukleolus.
Die 35S rRNA wird im Nukleoplasma und Zytoplasma zu 18S, 5.8S und 25S rRNA prozessiert
(Woolford & Baserga, 2013). Gleichzeitig entsteht aus rRNA und ribosomalen Proteinen die
grol3e (60S) und kleine (40S) Ribosomenuntereinheit, welche im Zytosol ein Ribosom bilden.
Dabei ist Rlil direkt an der Prozessierung von 7S zu 5.8S rRNA beteiligt (Yarunin et al., 2005).
Interaktionsstudien zeigten dabei eine Interaktion zwischen RIil und dem elF3j-Homolog Herl
Uber das Walker A Motiv, sowie mit verschiedenen Proteinen der groBen und kleinen
Ribosomenuntereinheit und dem Hefehomolog des Initiationsfaktorkomplexes elF3, es konnte
aber kein Effekt auf die Abundanz von ribosomalen Proteinen gezeigt werden, jedoch eine
Akkumulation von Ribosomen im Nukleus, woraus auf eine Exportfunktion von RIil
geschlossen werden konnte (Kispal et al., 2005). Dieselben Experimente zeigten auch die
Notwendigkeit der Fe/S-Cluster fiir den Ribosomtransport (Kispal et al., 2005). Neuere Studien
zeigten und charakterisierten den Mechanismus des humanen Rlil-Homologs ABCEL in der
Translationstermination, wobei es die Trennung von 80S in 60S- und 40S-Untereinheiten
durch eine 150° Rotation der Fe/S-Domaéane in der Bindetasche der 40S-Untereinheit
ermdglicht (Heuer et al., 2017). Auch fir das Recycling von Ribosomen nach der Termination
ist Rli1 essentiell (Young et al.,, 2015). Die Insertion von Fe/S-Clustern in Rlil ist auf die
Adapterproteine Yael und Ltol angewiesen (Paul et al., 2015).

Elp3, welches zytosolisch und nuklear lokalisiert ist, ist an der Modifizierung der Wackelbase
Uridin in tRNA beteiligt und weist ein Molekulargewicht von 64 kDa auf. Dabei bildet die fiir die
katalytische Funktion hauptséchliche Untereinheit Elp3 zusammen mit weiteren Proteinen
einen strukturell konservierten heterohexameren Elongatorkomplex aus Elp1-6 (Jaciuk et al.,
2023). Das [4Fe-4S]-Cluster wird von den Aminosauren Cys108, Cys118 und Cys121 und dem
Heteromolekil S-Adenosylmethionin ligiert (Paraskevopoulou et al., 2006). Neben dem Fe/S-
Cluster besitzt Elp3 noch eine C-terminale Doméane mit Histonacetyltransferase (HAT)
Aktivitat, welche nicht von der Integritat des Fe/S-Clusters abhangt (Greenwood et al., 2009).
Das Fe/S-Cluster ist jedoch fur die Integritit des Elongatorkomplexes, sowie dessen

Interaktion mit den Proteinen Ktill und Kti12 essentiell und das Protein ist vorallem zytosolisch
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lokalisiert (Greenwood et al., 2009). Die Modifizierung des tRNA-Anticodons durch den
Elongatorkomplex beinhaltet das Fe/S-Cluster als kritischen Bestandteil der radical SAM-
Reaktion. Hierbei bindet zuerst ein flexibles Elp1,2,3-Hexamer SAM, die tRNA und Acetyl-CoA
in der Nahe des Fe/S-Clusters von Elp3 (Jaciuk et al., 2023). Danach wird SAM gespalten und
das Radikal Uber Tyrosin auf ein acetyliertes Lysin Ubertragen, wobei das entstehende
Acetylradikal daraufhin mit einem Kohlenstoffatom des Uss der tRNA reagieren kann,
woraufhin ein Elp4,5,6-Hexamer bei der Abspaltung der modifizierten tRNA unter ATP-
Spaltung behilflich ist, wobei der entstehende Elp1,2,3,4,5,6-Komplex danach mit einem bisher
ungeklarten Mechanismus wieder in Elp1,2,3 und Elp4,5,6 gespaltet wird (Jaciuk et al., 2023).
Viele der beschriebenen Phanotypen von AELP3-Zellen lassen sich auf die fehlende tRNA-

Modfikation zuriickfihren (Karlsborn et al., 2014).

Tyw1l ist ein Radikal-SAM Flavoenzym mit einem Molekulargewicht von 90 kDa. Es ist an der
Modifizierung des Guanosin von Phenylalanin-tragender tRNA beteiligt, wodurch eine 4-
Dimethylwyosin-tRNA entsteht (Young & Bandarian, 2021). Das erste [4Fe-4S]-Cluster wird
durch die Aminosduren Cys479, Cys483 und Cys486, sowie die a-Amino- und a-Carboxy-
Position von SAM ligiert (siehe Abbildung 13) (Noma et al., 2006). Unter Verwendung von
NAD(P)H kann dieses Fe/S-Cluster Giber FMN reduziert werden, sodass das Fe/S-Cluster im
Oxidationszustand +1 SAM in ein 5°-Deoxyadenosylradikal spalten kann (Chen et al., 2003).
Das entstandene dAdo-Radikal kann daraufhin ein Wasserstoff der Methylgruppe des N-
Methylguanosins abstrahieren, wodurch eine Reaktion mit Pyruvat ermdglicht wird, welche
unter Abspaltung von CO, oder Ameisensaure zum Produkt 4-Dimethylwyosin am Ggs;
reagieren (Young & Bandarian, 2015; Young & Bandarian, 2021). Das zweite Hilfs-[4Fe-4S]-
Cluster wird auch von drei konservierten Cysteinresten Cys479, Cys483 und Cys486
koordiniert, wobei zusatzlich ein Lysinrest in rdumlicher Nahe des unkoordinierten Eisens zu
finden ist, welcher eine Schiff'sche Base mit Pyruvat bilden kann (Grell et al., 2018). Der
Sauerstoff der Carboxylgruppe des gebundenen Pyruvats und der Stickstoff der Bindung wird
als vierter Ligand des [4Fe-4S]-Clusters verwendet (Young & Bandarian, 2021).
Interessanterweise unterscheiden sich prokaryotische Tywl-Homologe von Eukaryotischen
durch die Abwesenheit der Flavodoxindoméne (Noma et al., 2006). Es konnte eine Verbindung
von Tywl und der Eisenhomoostase nachgewiesen werden, wobei Yap5 die Abundanz von
Tyw1 reguliert und eine Uberexpression von Tyw1 zu einer Induktion des Eisenregulons fiihrt
(Li et al., 2011). Dabei fuhrte eine hohe Eisenabundanz zu einer hohen Abundanz von Tyw1,
moglicherweise um die Zelle vor hohen Eisenkonzentrationen zu schutzen, und hohe Tyw1-

Abundanz zu hohen Eisenkonzentrationen (Li et al., 2011).
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Abbildung 13: Fe/S-Kofaktoren von TYW1. Gezeigt ist die Kristallstruktur von TYW1 aus
Methanocaldococcus jannaschii, einem Homolog von Tywl aus S. cerevisiae (A). Aul3erdem
ist eine schemtaische Darstellung der Fe/S-bindenden Regionen gezeigt (B) (Grell et al.,
2018).

Ncs6 ist ein zytosolisch lokalisiertes tRNA modifizierendes Protein mit einem
Molekulargewicht von 40 kDa. Es ist zusammen mit den Proteinen Urm1, Uba4 und Ncs2 an
der Thiolierung von Uss der tRNA von Lysin, Glutamin und Glutaminsdure an der
Wackelbasenposition beteiligt (Klassen et al., 2015). Experimente zeigten eine Rolle von
thiolierten tRNAs in der Aminosaurehomgoostase, so wird zum Beispiel GCN4 als Hauptakteur
in der Zellantwort auf Aminosaurendepletion durch einen Verlust dieser Modifikation induziert
(Gupta et al.,, 2019). Wahrend die Schwefelmodifikationen von tRNA in allen lebenden
Organismen vorkommen, wurde das [3Fe-4S]-Cluster von Ncs6 nur in Archden und
Eukaryoten nachgewiesen, wobei es in S. cerevisae von den Aminosduren Cys157, Cys160
und Cys250 ligiert wird (Liu et al., 2016). Neuere Studien gehen von einem sauerstofflabilen
[4Fe-4S]-Kofaktor aus (Shigi et al., 2020). Der Mechanismus der Schwefelinkorporation in Us4
startet mit der Cysteindesulfurase Nfsl, wonach Schwefel Uber mehrere Proteine auf Urm1,
gebunden als Thiocarboxylat, tbertragen wird (Liu et al.,, 2016). Danach katalysiert der
Komplex aus Ncs2 und Ncs6 in einem bisher ungeklarten Mechanismus den Transfer des
Schwefels auf die tRNA, welcher das Fe/S-Cluster vorraussetzt (Liu et al., 2016). Eine Deletion

von Ncs6 fuhrt auch zu einer erhéhten Ubiquitinylierung von Proteinen (Klassen et al., 2015).

Mak16 ist ein [4Fe-4S]-Protein mit einem Molekulargewicht von 36 kDa, welches bisher mit
Zn?* als Kofaktor beschrieben wurde, allerdings gilt ein Fe/S-Cluster als Kofaktor als

wahrscheinlich (Nadine Duppe, 2025). Es ist an der Reifung der 60S-Untereinheit
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eukaryotischer Ribosomen beteiligt, wobei es zusammen mit den Proteinen Nsal, Rpfl und
Rrpl ein Modul bildet (Nsal-Modul) , welches von Intermediat ,A“ bis zum Intermediat ,D“ an
das pre-60S Partikel bindet (Kater et al., 2017). Die Interaktion des Nsal-Moduls findet
insbesondere mit dem rRNA Expansionssegment ES7a statt (Kater et al., 2017). Eine
Aufreinigung des Proteins gestaltete sich als schwierig, es wird in vivo wahrscheinlich durch
die Interaktion mit RNA stabilisiert, aber auch die Interaktion mit seinen Modulpartnern flihrte
in Experimenten zu einer erhdéhten Stabilitat (Nadine Duppe, 2025). In weiteren Experimenten
konnten die Aminosauren Cysl15, Cys28, Cys38 und Cys43 als Liganden des [4Fe-4S]-
Clusters festgestellt werden (Nadine Duppe, 2025). Das gesamte Nsal-Modul wurde als
Stabilisator der l6sungsmittelexponierten Seite definiert, welches nur im Nukleolus agiert
(Dorner et al., 2023).

1.5.4 Aminosauren und weitere Biosynthesen

Dph1 und Dph2 sind nicht kanonische Radikal-SAM-Enzyme, welche an der Synthese von
Diphthamid beteiligt sind. Sie haben ein Molekulargewicht von 48 kDa und 60 kDa. Der
eukaryotische und archéaische Elongationsfaktor 2, welcher fur die Translokation des
Ribosoms bei der Translation wichtig ist, beinhaltet eine einzigartige post-translationale
Modifikation, ein an den Histidinrest gebundenes Diphthamidmolekil. Fur manche
Bakterieninfektionen ist das Diphthamid ein Angriffspunkt (Su et al., 2013). Dphl und Dph2
besitzen beide ein, fir Radikal-SAM-Enzyme nicht kanonisch, gebundenes [4Fe-4S]-Cluster,
welches von jeweils drei Aminosauren ligiert wird, Cys133, Cys239 und Cys368 im Fall von
Dph1l, sowie Cys107, Cys128 und Cys362 bei Dph2 (siehe Abbildung 14) (Dong et al., 2019).

Zur Generierung des Radikals bendétigt der Komplex aus Dphl und Dph2 Elektronen, welche
von Dph3, einem eisenbindenden ,Zinkfingerprotein®, und Cbr1, einem Flavoprotein,
eingebracht werden (siehe Abbildung 15) (Dong et al., 2014). Neben der Funktion als
Elektronendonor kann Dph3 auch als Eisendonor dienen, wodurch die
Sauerstoffempfindlichkeit der Fe/S-Cluster ausgeglichen werden kann, indem das
Abbauprodukt [3Fe-4S] mit dem von Dph3 bereitgestellten Eisen unter aeroben Bedingungen

zu einem [4Fe-4S]-Cluster reagieren kann (Zhang et al., 2021).
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Abbildung 14: Fe/S-Kofaktoren der Radikal-SAM-Enzyme Dphl und Dph2. Gezeigt sind
die Kristallstrukturen von Dphl und Dph2 aus S. cerevisiae und die Liganden der Fe/S-
Kofaktoren (Utkir et al., 2024).
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Abbildung 15: Radical SAM Mechanismus in der Diphthamid Synthese. Gezeigt ist der
Mechanismus von Dph2 in der Radikalgenerierung und die weitere Reaktion mit dem
Histidinrest des EF2 (Su et al., 2013).
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Met5 ist neben Metl0 eine der beiden Untereinheiten des zytosolisch lokalisierten
heterodimeren Sulfitreduktasekomplexes, das den Reduktionsschritt von Sulfiten (SOs%) zu
Sulfiden (S?) katalysiert. Die Met5-Untereinheit weist ein Molekulargewicht von 161 kDa auf
und das enthaltene [4Fe-4S]-Cluster wird von den Aminosauren Cys1300, Cys1306, Cys1345
und Cys1349 ligiert. Zusatzlich wird auch das Eisen des Siroham-Kofaktors tUber Cys1349
gebunden. S. cerevisiae bendtigt Schwefel zur Synthese der Aminosdure Cystein und
Methionin. Dabei wird zuerst Sulfat von Sull und Sul2 in die Zelle aufgenommen, danach
durch Einbau in Adenosin-5'-phosphosulfat (APS) oder 3‘-Phosphoadenosin-5‘-phosphosulfat
(PAPS) aktiviert, welches von einer APS-Reduktase zu SOs? und danach durch ein Dimer
eines Dimers aus Met10 und Met5 zu S? reduziert wird. Der entstandene Schwefelwasserstoff
wird danach durch eine Cystein-Synthase zur Synthese von L-Homocystein verwendet (Chen
et al., 2018). Neben dem Fe/S-Cluster nutzt dieses Enzym auch FAD, FMN und Siroham als
Kofaktoren (Kobayashi & Yoshimoto, 1982). Uber die Funktion des Fe/S-Clusters in diesem

Protein ist nur wenig bekannt.

Leul ist ein zytosolisch lokalisiertes [4Fe-4S]-Protein mit einem Molekulargewicht von 86 kDa
und hoher Abundanz im Hefestamm W303, da es durch Mutationen des LEU2-Gens im
Vergleich zu anderen Hefestammen tberexprimiert wird. Dabei katalysiert Leul die Reaktion
von (2S)-2-Isopropylmalat zu (2R,3S)-3-Isopropylmalat. Der Zwischenschritt Uber 2-
Isopropylmaleat erlaubt hierbei auch die Messung der Enzymaktivitat mittels UV/Vis-
Spektroskopie (Pierik et al., 2009). Der [4Fe-4S]-Kofaktor wird durch Cys360, Cys421 und
Cys424 koordiniert.

©]
00C COO0

2-Isopropylmalat 2-Isopropylmaleat 3-Isopropylmalat

Abbildung 16: Leul-katalysierte Reaktion von 2-Isopropylmalat zu 3-Isopropylmalat.
(Satyanarayana et al., 1968)

2-Isopropylmalat wird durch Leu4 und Leu9 in den Mitochondrien synthetisiert und durch einen
bisher unbekannten Exporter ins Zytosol exportiert, wo dann Leul die Isomerasereaktion
durchfuhrt (Kohlhaw, 2003). Dort kann dann Leu2 unter NADH und CO, Erzeugung das
2-Ketoisocapronat synthetisieren, welches durch Bat2 zum proteinogenen L-Leucin reagieren
kann, wobei L-Glutamat zu 2-Ketoglutarat desaminiert wird (Kohlhaw, 2003). Neben der

erwahnten Regulation durch Leu2 wird die Abundanz von Leul und auch weiteren Proteinen
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der Leucin-Biosynthese auch durch die Transkriptionsfaktoren Gen4 und Leu3 beeinflusst,
wahrend die Bindungsaffinitat von Leu3 wiederum durch die Abundanz von Leucin, Valin und
Isoleucin beeinflusst wird (Borlin et al., 2020). Neue Experimente nutzen Leul um ein Assay

zur Definition des unbekannten Exportstoffes X-S zu entwickeln (Pandey et al., 2023).

Glt1l ist eine hoch abundante Glutamatsynthase mit einem Molekulargewicht von 238 kDa. Sie
katalysiert die Reaktion von L-Glutamin, o-Ketoglutarat, einem Proton und NADH zu zwei
Molektlen L-Glutamat und NAD* (Roon et al., 1974). Durch eine Zugabe von L-Azaserin oder
L-Homocystein lasst sich eine Inhibition beobachten (Masters & Meister, 1982; Wang, 1985).
Im Stoffwechsel der Hefe wird das Edukt o-Ketoglutarat durch die NADP-Isocitrat-
Dehydrogenase aus Idpl, Idp2 und Idp3 synthetisiert, wahrend das Edukt L-Glutamin durch
die Glutamin-Synthase GInl synthetisiert wird (DeLuna et al., 2001). Alternativ zu Glt1 kann
auch L-Glutamat durch die NADP-Glutamat-Dehydrogenase Gdhl und Gdh3 mit o-
Ketoglutarat, NADPH, Protonen und Ammonium als Edukte synthetisiert werden (Avendaiio
et al.,, 1997). Durch Gelfiltration konnte eine trimere Quartarstruktur ausgemacht werden
(Cogoni et al., 1995). Das bakterielle Homolog GItS besitzt zwei Untereinheiten, o und
B, welche durch unterschiedliche Gene kodiert werden. Zusammen binden diese
Untereinheiten flnf Kofaktoren: FMN, FAD, [3Fe-4S] und zwei [4Fe-4S]-Kofaktoren (Vanoni,
2021). Eukaryotische Mikroorganismen wie die Hefe besitzen ein Fusionsprotein, bei dem die
o- und B-Untereinheit, welche die gleiche Anzahl an Kofaktoren tragt, von einem einzigen Gen
kodiert werden (Vanoni, 2021). Als Liganden des [3Fe-4S]-Clusters, konnten die Aminosauren
Cys1185, Cys1191 und Cys1196 definiert werden (Vanoni et al., 2005). Die Expression von
Gltl wird von mehreren Faktoren reguliert. Eine Repression wird durch eine hohe Abundanz
von Glutamat, dem Produkt der Gltl-katalysierten Reaktion, ausgeldost, wahrend die
Transkriptionsfaktoren GIn3 und Gcn4 die Expression erhdhen, wobei Gen4 eine geringere
Auswirkung auf die Expression hat (Valenzuela et al., 1998).

Der Metabolit a-Ketoglutarat wurde in Studien mit E. coli als wichtiger Regulator oder
Signalmolekil aufgezeigt, da er zwischen dem Citratzyklus, einem wichtigen Teil des
Kohlenstoffstoffwechsels und der Stickstoffassimilierung tber Gltl oder Gdhl/3 liegt (siehe
Abbildung 17) (Huergo & Dixon, 2015). Es wurde gezeigt, dass auch in anderen Organismen
o-Ketoglutarat als Signalmolekil genutzt wird und in S. cerevisiae fungiert o-Ketoglutarat als
Indikator fur den Stickstoffstatus und ist an der Modulation zentraler Stoffwechselrouten und

Glutamatdehydrogenasen beteiligt (Mara et al., 2018).
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Abbildung 17: Glutamatsynthese und Stickstoffassimilierung in S. cerevisiae. Gezeigt
sind relevante Stoffwechselwege die an der Glutamatsynthese beteiligt sind, sowie die
zentrale Rolle des Substrates a-Ketoglutarat (Mara et al., 2018).

Die Konzentration von o-Ketoglutarat ist abhdngig von der Konzentration einer
Stickstoffquelle, sowie auch von der Kohlenstoffkonzentration im Medium, wodurch es als
Signalmolekdl fir deren Konzentrationen geeignet ist, welches wiederum durch
Sensorproteine gemessen werden kann (Huergo & Dixon, 2015). In E. coli ist ein solches
Sensorprotein als Py-Protein GInB bekannt (Adler et al., 1975). Glt1 sticht auch durch dessen
Organisation in Filamenten hervor (siehe Abbildung 18) (Li & Liu, 2025).

Exponentialphase Diauxische Phase Stationédre Phase

Glt1-GFP

Abbildung 18: Gltl-Zytophydien in verschiedenen Wachstumsstadien. Gezeigt sind
mikroskopische Aufnahmen von Glt1-GFP-Fusionsproteinen (hellgrin) in verschiedenen
Wachstumsphasen von S. cerevisiae (abgedndert nach Shen et al., 2016).

Dabei handelt es sich um eine neuartige Ausbildung der Kompartimentierung, welche die
Kompartimentierung durch Membranen wie beispielsweise bei Mitochondrien und dem
endoplasmatischen Retikulum ergdnzt. Auch kann dadurch eine metabolische Regulation
stattfinden (Shen et al., 2016). Dabei werden Filamente gebildet, indem viele Molekile eines
Proteins aneinanderbinden, wodurch Strukturen entstehen, welche eine L&nge erreichen

kénnen, die dem Durchmesser der Zellen entspricht. Bisher sind fir S. cerevisiae 60
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filamentformende Proteine bekannt, welche vor allem an der Translationsregulation und

Aminosauresynthese aber auch weiteren Prozessen beteiligt sind (Noree et al., 2019).

Apd1l, welches ein Molekulargewicht von 36 kDa aufweist, nimmt unter den zytosolischen
Fe/S-Proteinen in Hefe eine Sonderrolle ein, da es das einzige [2Fe-2S]-Cluster-Protein ist,
welches nicht der CIA-Maschinerie angehort. Damit ist es auch das einzige bisher bekannte
[2Fe-2S]-Protein in S. cerevisiae und H. sapiens an dessen Einbau nachgewiesenermallen
die CIA-Maschinerie beteiligt ist (Braymer et al., 2024). Es existiert auch ein Homolog in den
Mitochondrien, Aim32, welches ein vergleichbares Fe/S-Cluster aufweist (Stegmaier et al.,
2019). Die Aufgabe dieses Proteins ist auch noch nicht endgultig geklart, es ist jedoch bekannt,
dass eine Deletion von APD1 oder der Fe/S-bindenden Histidinen zu einer Sensitivitat
gegenluber Hydroxyharnstoff fihrt (Tang et al., 2015). Neben der Resistenz gegen
Hydroxyharnstoff verleiht Apd1 auch eine Resistenz gegen Gallobenzophenon und Pyrogallol,
welche auch von den Liganden des 2Fe2S-Clusters abhangig sind (Stegmaier et al., 2019).
Diese Liganden sind eine weitere Besonderheit des Proteins, welches das nicht-Rieske
bishistidinylkoordinierte 2Fe2S-Cluster durch die Aminosauren Cys207, Cys216, His255 und
His259 ligiert, wodurch die Eigenschaften gegeniber einer Koordination mit vier Cysteinen
stark verandert werden, wobei der Grund fiur die abweichende Koordination nicht endgultig
geklart ist, aber wahrscheinlich auf der Modulation der Eigenschaften durch Protonierung des
Histidins basiert (Stegmaier et al., 2019). Das C-terminale Tryptophan von Apd1 ist konserviert
und fur die Funktion des Proteins bei der Resistenzausbildung gegen Gallobenzophenon
essentiell (Marquez et al., 2023).
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1.5.5 Zusammenfassung aller Fe-haltigen Proteine in Hefe

Zur spateren Verwendung in der Analyse werden hier die eisenhaltigen Proteine sortiert

zusammengefasst, welche einer Tabelle aus Lindahl und Vali (im Supplement) entnommen

wurde, in welchem auch die Art des Kofaktors nachgelesen werden kann (Lindahl & Vali,

2022).

Tabelle 1: Eisenhaltige Proteine in S. cerevisiae. Gezeigt sind alle Proteine die in Hefe
Eisen oder eisenhaltige Kofaktoren koordinieren. Damit sind neben mononuklearem Eisen

auch Fe/S-Cluster und verschiedene Hamkofaktoren inbegriffen. Eisenhaltige (

), FelS-

haltige (fett) und Hamhaltige (rot) Proteine sind farblich markiert, manche Proteine haben

allerdings mehrere Arten von Kofaktoren (Lindahl & Vali, 2022).

Zytosol Mitochondrium Nukleus ER Vakuole
Aftl Fre3 Acol Chl1 Cyb5 Fre6
Aft2 Fre4 Aco2 Ilv3 Dna2 Cyp51
Apdl Fre7 Aim32 Isal Dapl
Gltl Bio2 Isa2
Bol2 Grx3 Boll Isul Ntg2 Erg5
Cfd1l Grx4 Bol3 Isu2 Poll
Ctal Leul Ccpl Lip5 Pol2 Fre8
Cttl Cobl Lys4 Pol3
Met5 Mss51 Pri2 Hmx1
Dphl Narl Cox1 Nful Rad3
Dph2 Nbp35 Cox10 Rip1 Rev3
Ncs6 Cox15 Sdh2
Rli1 Cyb2 Sdh3 Yap5 Sfth5
Dre2 Cycl Sdh4
Elp3 Tdh3 Cyc7
Frel Tywl Cytl
Fre2 Yhbl Exo5 Yahl
Fre5 Yfhl
Grx5
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1.6 Massenspektrometrie

1.6.1 Proteomics — labelfree LC-MS/MS

Die Massenspektrometrie ist eine leistungsstarke Methode, die in vielen Bereichen der
wissenschaftlichen Analyse verwendet wird. Sie ermoglicht eine Quantifizierung von
Molekilen und eine Kombination mit auftrennenden Methoden erlaubt eine hohe Auflésung
bei geringen verwendeten Mengen des Analyts. Dadurch wird es moéglich mit nur wenigen
Milligramm Zellpellet die Abundanz aller Proteine in diesen Zellen zu bestimmen, wobei durch
Weiterentwicklungen der Sensitivitat der Methode inzwischen das Proteom aus einzelnen
Zellen bestimmt werden kann (Zhang & Vertes, 2018). Die wichtigste Vorbereitung der Proben
fur Proteomstudien ist der Verdau mit Proteasen. Der Verdau ermdglicht es aus den grofRen
Proteinmolekilen kleine, definierte Peptide zu erzeugen, welche gleichzeitig grol3 genug fur
eine spezifische Identifikation und klein genug fir eine effiziente lonisierung sind.
Ublicherweise beginnt der Prozess nach der Vorbereitung der Proben mit einer
Flissigchromatographie, wodurch eine erste Auftrennung der zu identifizierenden Molekile
stattfindet. Daraufhin folgt die lonisierung der Probe durch Elektronensprayionisierung (ESI),
wobei im Gegensatz zur Matrix-unterstitzten Laser-Desorption/lonisation (MALDI) Methode,
welche mittels Laserquelle eine Probe von einer Platte ionisiert, die ESI durch hohe Spannung
die flussige Probe als Aerosol in Richtung der Gegenelektrode sendet, wobei wahrend dem
Flug das Lésungsmittel verdampfen kann (Aebersold & Mann, 2003). Nach der lonisierung
erfolgt eine weitere Aufspaltung der Probe durch einen Quadrupol, woraufhin die lonen in der
lonenfalle (C-Trap) zwischengelagert werden kénnen (Scheltema et al., 2014). Die gelagerten
lonen kénnen nun entweder direkt Uber die zweite MS-Stufe, den Orbitrap, analysiert werden,
oder vorher durch Kollision mit Stickstoff zu kleineren lonen gespalten werden (Scheltema et
al., 2014).
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Abbildung 19: Schema des in dieser Arbeit verwendeten MS-Geréts. Gezeigt sind die
Bauteile von ESI (rechts) bis zum Orbitrap-Analyser (links) (RPTU FB Biologie, 2023).

Dabei bedient man sich Ublicherweise der Data dependent acquisition (DDA) Methode, wobei
man zuerst einen MS1-Vollscan durchfiihrt bei dem die ionisierten Peptide analysiert werden
ohne diese durch Kollisionen zu fragmentieren (Guan et al., 2020). Im Anschluss werden nach
und nach die Peptide mit der hdchsten Abundanz isoliert und durch exakt einfache
Fragmentierung definierte lonen erzeugt, welche mittels MS2-Vollscan eine Sequenzierung
der Aminosauren erlauben (Kalli et al., 2013). Neueste Entwicklungen erlauben eine Data-
independent acquisition (DIA), beziehungsweise SWATH-MS wobei statt einzelner ionisierter
Peptide ganze Massenbereiche gleichzeitig fragmentiert und analysiert werden, oder eine
Verwendung beider Methoden gleichzeitig als Data Dependent-Independant Acquisition
(DDIA), wodurch eine bessere Reproduzierbarkeit der Daten, eine bessere Abdeckung des
Proteoms und schnellere Messzeiten erzielt werden soll, was jedoch mit einer komplizierteren

Datenauswertung einhergeht (Ludwig et al., 2018; Guan et al., 2020).

Bei der Datengewinnung durch die LS-MS/MS entstehen Rohdaten, welche durch Programme
den richtigen Peptiden und Proteinen zugeordnet werden missen. Dies geschieht Uber ein
Programm namens ,MaxQuant‘ (www.maxquant.org/maxquant/), welches sowohl die
m/z-Werte der MS-Analyse, als auch die Retentionszeit der Fliissigchromatographie
bertcksichtigt (Cox & Mann, 2008). Naturlich stellt diese Methode ohne Isotopenmarkierungen
die Analyse vor die Herausforderung der Normalisierung der Abundanz von Proteinen, was
durch die Entwicklung von ,MaxLFQ" (www.maxquant.org/perseus/) angegangen wurde,
welches fiur eine Normalisierung von Proteinabundanzen mehrerer Proben sorgen soll (Cox et
al., 2014). Dabei wird die Normalisierung nachgelagert, wobei alle gemessenen Intensitaten
mit variablen Normalisationsfaktoren aufaddiert werden, welche danach durch einen globalen
Optimisierungsalgorithmus, mit dem Ziel einer méglichst geringen gesamten Proteomvarianz,
angepasst werden (Cox et al., 2014). Dabei werden andere Methoden wie die Nutzung von
externen Quantifizierungsstandards oder ,housekeeping“-Proteinen bewusst ausgelassen

(Cox et al., 2014; Wisniewski & Mann, 2016).
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1.6.2 1so-DTB und Cysteinreaktivitat

Eine Methode um gezielt Peptide zu finden oder zu quantifizieren ist die Markierung mittels
Isotopen. Dabei kann der Unterschied der Masse der Isotope genutzt werden um zum Beispiel
in ,Stable Isotope Labeling by Aminoacids in Culture® (SILAC) Experimenten den Einbau und
Stoffwechselweg verschiedener Aminosauren zu verfolgen, wie es zum Beispiel zur
Identifizierung von Substraten der Tyrosin-Kinase durchgefiihrt wurde (Ibarrola et al., 2004).
AulRRerdem wurde eine Methode entwickelt, welche es ermdoglicht freie Thiolgruppen der
Aminosaure Cystein von Thioethern in Peptiden zu unterscheiden, wobei diese Methode
abgewandelt auch auf die reaktive Gruppe anderer Aminosaurereste anwendbar ist (Backus
et al., 2016). Zur Bestimmung der Cysteinreaktivitat kdnnen dabei leichte und schwere Isotope
eines Desthiobiotinderivats verwendet werden, welche mittels Click-Chemie an ein
lodoacetamid (IA)-Alkyl gebunden werden (Zanon et al., 2020). Danach kann mittels
Massenspektrometrie durch den Unterschied der Reaktivitat zwischen gebundenen und freien
Thiolgruppen unterschieden werden (Zanon et al., 2020). Diese Methode wurde anfangs
verwendet um funktionale Cysteine im Proteom von E. coli vorherzusagen, wobei bereits hier
eine Verbindung zu den Cystein-ligierten Fe/S-Clustern beschrieben wurde (Weerapana et al.,
2010). Spater ermoglichte diese Methode eine gezielte eine Betrachtung der Fe/S-Beladung

des E. coli Proteoms (Bak & Weerapana, 2023).
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Abbildung 20: Bestimmung der Cysteinreaktivitdt mittels IsoDTB. Gezeigt ist die
Bestimmung der Cysteinreaktivitat, wobei links die Zellextrakte zwei verschiedener
Bedingungen dargestellt sind (Zanon et al., 2020).
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2. Aufgabenstellung

Die Fe/S-Cluster Biosynthese ist ein essenzieller Prozess in allen Lebewesen. In
Saccharomyces cerevisiae wird die Synthese und Reifung zytosolischer Fe/S-Proteine durch
die Cytosolic Iron-Sulfur-Assembly (CIA)-Maschinerie gewéhrleistet. Beeintrachtigungen
dieses Systems sind mit zellularen Dysfunktionen und Krankheiten assoziiert, doch viele
Aspekte der Funktion, Regulation und Substratspezifitat dieser Maschinerie sind bislang

unklar.

Ziel dieser Arbeit ist es, systematisch zu untersuchen, wie sich die gezielte Depletion einzelner
Komponenten der CIA-Maschinerie auf das zellulare Proteom der Hefe auswirkt. Hierzu soll
eine Sammlung genetisch manipulierter Hefestamme erzeugt werden, in denen die CIA-Gene
durch galaktoseregulierbare Promotoren kontrolliert werden. Dies erlaubt eine nahezu
vollstandige Repression der Gene, ohne die letalen Effekte einer vollstandigen Gendeletion.
Diese Aufgabe beinhaltet die Optimierung der Mutationsmethode, sowie die Verifizierung der

erzeugten Mutationsstamme.

Mittels quantitativer, nativer Massenspektrometrie (Label-free LC-MS/MS) werden die
Proteomveréanderungen dieser Depletionsstamme untersucht und mit jenen verglichen
werden, die durch Eisenmangel verursacht wurden. Der Fokus liegt dabei auf Unterschieden
und Gemeinsamkeiten in der Regulation zellularer Prozesse, der Stabilitat belegter und
wabhrscheinlicher CIA-Substrate und der Reaktion verschiedener Fe/S-abhangiger Enzyme auf
den Kofaktormangel. Insbesondere die Rollen der Glutaredoxine Grx3 und Grx4, sowie der
Adaptorproteine Yael und Ltol in der CIA-Maschinerie und weiteren zellularen Prozessen
sind bisher nicht endgultig geklart und bedirfen einer naheren Untersuchung. Dieser
Untersuchung liegt die Hypothese zu Grunde, dass ein Apoprotein (ohne Kofaktor) in vielen

Fallen instabiler ist, als ein Holoprotein (mit Kofaktor).

Des Weiteren wird die IsoDTB-Methode zur Messung der Reaktivitdt von Cysteinresten
implementiert. Diese Technik erlaubt die Identifikation potenzieller Eisen-Schwefel-haltiger
Proteine basierend auf der chemischen Reaktivitat von Thiolgruppen. Diese kommen als
reaktive Gruppe in der Aminosaure Cystein vor, welche einen Grof3teil der Fe/S-Liganden in

Proteinen stellen.

Die gewonnenen Daten liefern neue Erkenntnisse Uber die Funktion einzelner CIA-
Komponenten, potenzielle neue Fe/S-Proteine und die hierarchische Organisation der CIA-
abhangigen Proteinreifung. Diese Arbeit leistet damit einen Beitrag zum molekularen

Verstandnis der CIA-Maschinerie und ihrer Rolle in der zellularen Homoostase.
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3. Material und Methoden

3.1 Geréate und Chemikalien

3.1.1 Gerate und Verbrauchswaren

Gerét Hersteller Modell

Anaerobe Glovebox Coy Lab Products -

Autoklav Zirbus LVSA 40/60

Biospin® Saule Bio-Rad Bio-Spin® P-6 Gel Columns
Blot-Transfer Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™

CD-Spektrophotometer
Elektrophoresekammer
(senkrecht)
Elektrophoresekammer
(waagerecht)
Elektrophorese-Netzteil
FastPrep®

Fluorimeter
Flissigchromatograph
French press
Gel-Schuttler
Grol3kulturschiittler
Impfosen (Einweq)
Inkubationsschrank (30 °C)
Inkubationsschrank (37 °C)
lonenquelle
Kleinkulturschuttler
LoBind Reaktionsgefald
Mikrotiterplattenlesegrat
Nanodrop

Nanopure H>O
NucleoSpin Saule
NucleoSpin Saule
Orbitrap MS/MS
PCR-Cycler

Applied Photophysics

Bio-Rad

Roth

Bio-Rad

MP Biomedicals™
Perkin Elmer
Thermo Scientific
Thermo Spectronic
IKA

Infors HT

Sarstedt
Thermo-Scientific
VWR

Thermo Scientific
New Brunswick Scientific
Eppendorf

Biotek

Thermo Scientific
Sartorius
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Thermo Scientific
Bio-Rad
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Chirascan™ Vv100

Mini-Protean 3 Cell

HU10

PowerPac3000
FastPrep™-24 5G
LS50B

Easy-nLC 1200 System
SLM Aminco FA-032
Rocker 3D digital
Multitron Pro
Heratherm IGS 100
Incu-Line
Nanospray Flex
Innova 4000
LoBind™

ELx808

NanoDrop ONE®
Arium H2O pro-UF-T
Gel and PCR
Plasmid-DNA

Q Exactive HF
T-100



PD-10-Saule
Petrischalen
pH-Elektrode
pH-Messgerat
Reaktionsgefaf
Reaktionsgefaf
Sauerstoffdurchlassige Folie
Sonifizierer
Speedvac®
Stand-Kuhlzentrifuge
Sterilbank

Sterilfilter
Thermoblock
Tiefkihlschrank (-80 °C)
Tisch-Kuhlzentrifuge
Tischzentrifuge
UV/Vis Photometer
UV/Vis Photometer
UV-Geldokumentation
UV-Geldokumentation
UV-Klvetten
UV-Transilluminator
Vis-Kivette

ZebaSpin Saule

GE-Healthcare
Sarstedt

WTW

WTW

Sarstedt

Greiner

Omnilab
Diagenode
Eppendorf
Beckman Coulter
Thermo Scientific
Sarstedt
Eppendorf
Sanyo
Eppendorf
Sigma

Thermo Scientific
Shimadzu

Vilber Lourmat
Intas

Sarstedt

Frobel

Sarstedt

Thermo Scientific

PD-10

92 mm x 16 mm
InLab easy Elektrode
pH521

50 ml

15 ml

Axygen® 1172007
Bioruptor® Pico
Concentrator Plus
Avanti J-26S XP
MSC-Advantage
0.2um PES-Membran
Thermomixer comfort
VIP™ SERIES -86 °C
5810R

1-16

Genesys 10uv

UV 1900

Fusion SL

New-Line ECL ChemoSTar
PMMA

FirstLight UV
Polystyrol
Zeba™Spin 5ml, 7K MWCO

3.1.2 Chemikalien

Chemikalien Hersteller Katalognummer
3-Isopropylmalat Sigma-Aldrich 02339

Aceton Honeywell 32201-1L

ACN (MS-Grade) Roth AE70.1
Acrylamid/Bisacrylamid 30% Sigma-Aldrich A3699-100ML
Adenin Sigma-Aldrich A8751
Agar-Agar Roth 5210.2

Agarose Biozym M3044.0500
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Ammoniumsulfat
Ampicillin

APS (Ammoniumpersulfat)
-Mercaptoethanol
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau
BSA

BSA Fraktion V
Coomassie G-250
CuSOq4 - 5 H2O
Cutsmart-Puffer
DMSO

DNAse

dNTP’s

DOC

DTT

EDTA

EDTA Di-Natrium-Salz
Essigsaure (100%)
Ethanol (298 %)
G418 Sulfat
Galaktose

Gel Loading Dye Purple 6x
Gel Red®
Glasperlen (21 mm)
Glukose

Glyzerin

H.O (MS-Grade)
Harnstoff

HCI (37%)
Hefeextrakt

Histidin

IA-Alkin

Imidazol

IPTG

Iso-DTB

Kanamycin

AppliChem
AppliChem
Sigma-Aldrich
Merck
Bio-Rad
Serva
Sigma-Aldrich
Roth

Thermo-Fisher Scientific

Roth

New England Biolabs
VWR

AppliChem

New England Biolabs
Sigma-Aldrich
AplliChem
AppliChem
AppliChem

Roth

Roth

Roth

Roth

New England Biolabs
Biotium

Roth

Roth

Roth

Merck

Merck

Bernd Kraft

Roth

Sigma Aldrich

Prof. Dr. Stephan Hacker

AppliChem
Roth

Prof. Dr. Stephan Hacker

AppliChem
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131140,1211
A0839,0100
A3678
805740
5000006
15375.01
A9418
8076.2
043318.18
7758-99-8
B7204
235500.297
A3778
N0447
D6750
A2948,0010
A5097
A2937
6755.1
9065.2
0239.3
4987.3
B7025
B-41003
A554.1
6887.1
3783.2
1153332500
U5128
05430
2363.1
H8000-100G

(Zanon et al., 2020)

A1073
2316.4

(Zanon et al., 2020)

A1493



Lachssperma-DNA
LB-Medium (Lysogeny-Broth)
Leucin

Luminol

LysC (MS-Grade)

Lysin

Lysozym

Magnesiumsulfat

MeOH (MS-Grade)

Na,COs

NaxH2PO4

NacCl

NaOH

NHs (MS-Grade)

Ni-NTA Séulenmaterial
Nourseothricin

NP40
Nitrozellulosemembran 0.45 pm
Pepton

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
PMSF

Polymerase Q5

Ponceau S

Rotiphorese gel 30
SDB-RPS-Saulenmaterial
SDS

Streptavidin-Beads

T4 DNA-Ligase

TBTA

TCA

TCEP

TEMED

Tetracyclin

TFA (MS-Grade)
Triethylammoniumbikarbonat

Tri-Natriumcitrat Dihydrat

Invitrogen™

Roth

Roth

Thermo Scientific™
Wako

USB

Roche

Merck

Merck

Merck

AppliChem

Roth

Sigma-Aldrich
Merck
Cube-Biotech

Jena Bioscience
Thermo Fischer
Cytivia

Roth

Thermo Fischer
AppliChem

New England Biolabs
Thermo Scientific™
Roth

Thermo Scientific™
Roth

Merck

New England Biolabs

Prof. Dr. Stephan Hacker

Roth

Thermo Scientific
AppliChem
AppliChem

Thermo Scientific™
Thermo Fischer
Roth

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan AppliChem
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AM9680
X968.4
3984.1
32106
125-05061
18585
10837059001
105886
106035
106392
A1047
P029.3
567530
22L.X.1
31103
AB-102L
J60766.AK
10600002
8986.2
23227
A0999
M0491
A40000279
3029.2
13-110-022
CN30.2
49532
M0202

(Zanon et al., 2020)

3744.1
PG82080
A1148
A2228
85183
90114
4088.1
A1086



Trypsin (MS-Grade) Sigma-Aldrich T6567
TEAB Thermo Scientific 90114
Tryptophan AppliChem A344S,0100
Tween20 Merck P1379
Uracil Sigma-Aldrich uQ750
Wasserstoffperoxid AppliChem A1134.0250
Wattepapier Blot Thermo Scientific 88620
Yeast Nitrogen Base FORMEDIUM CYN1702
Yeast Nitrogen Base (Fe-free) FORMEDIUM CYNO0505

3.1.3 Antikdrper
Antikorper Hersteller Zweck Verdinnung
a-HA F7, sc-7392 Santa-Cruz Western-Blot 1:2000 BSA 5% (w/v)
a-Mouse 1gG-HRP Santa-Cruz Western-Blot 1:10000 BSA 5% (wi/v)
o-Rabbit IgG-HRP Santa-Cruz Western-Blot 1:10000 BSA 5% (w/v)
o-Leul (Rabbit) C. Blinn Western-Blot 1:2000 Milch 5% (w/v)

3.1.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (bis Mai 2020) oder der
Firma Sigma-Aldrich (ab Mai 2020) bezogen. Die lyophilisierten Primer wurden vor
Verwendung gemaR Herstellerangabe in H>.O geldst und dann zehnfach verdinnt. Kurze

Oligonukleotide wurden entsalzt bestellt, lange Oligonukleotide (>60 Basen) wurden HPLC-

gereinigt bestellt.

Tabelle 2: Oligonukleotide zur Uberprifung homologer Rekombinationen

Name Sequenz (5’ -> 3’)

Rfc2_for CAGTAACGGCATGATCTTGAGC
Atx2_187 ACCGGAAAGGAAGTTAGATCTGG
Yael 122 rev CTCACTATTCCGTCCAAGTACC
Ltol_rev ACAAACCTTCCATTTGTCCCAGG

Dre2_-172_for

ATATCCCGGTACCGGAATAAGTCC
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Dre2_356_rev
Dre2 -172 for
Dre2_356_rev
Msfl_Cterm_for
Tahl8 247 rev
Narl -82_ for
Narl 423 rev
Grx3_-103_for
Grx3_Msh6_rev
Grx4_-81 for
Grx4_425 rev
pYM_seq3
Nbp35_min236
Nbp35_310_rev
Cfd1_-100for
Cfd1_300rev

Grx3_200_Seq_rev

Glt1_-200 for
Gltl_+500 rev
pYM_KLtryp
Cia2_prom_for

Cia2_rev

TTAATCCAGCAATAATCTGGTTCG
ATATCCCGGTACCGGAATAAGTCC
TTAATCCAGCAATAATCTGGTTCG
CGTAGAACTCAGATAGGGATACG
AGAACGTGACGGGTCTTTCACC
CTAAGAAACTTGTCTTGTCAGCTGG
CTCCGTTCCAACCATATACTTGC
GTGTTCTTTTCAGGTTCCATCTGC
CAGAAGCCATTCATTATGTCACAC
CATTGTTGTCTTTGGGTACTGAGC
TCAGTTTCGTCCTCTTCATCATCG
GACTCACTATAGGGAGACC
CAGTTCTATGCATTGACACGTCG
GTAAATCTTCGTCAGCTGAAAGTGC
GGAAGGCTTCATTAGTCATGAACG
CTACAATACCACCATCTGGTTTGG
TTCCGAGTTTTCGTCCGC
GCAGACGGATACTCTCAGTTGC
CGAGGATGAGGATACTATCAATGC
CTGATAACGTTTCTGTTGCC
CGCAATGCTTGGGTGTACGG
GACTTAACGGGTGCTCAGGG

Tabelle 3: Oligonukleotide fur die homologe Rekombination

Name Sequenz (5’ -> 3’)
TTGATAGAAGAGAACAAAAAAGGAACAGTGTTACAATA

vael sl GTATATAGAGATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
TTCAGTTTCGACATCACTGTCTGATGCCCATACATCGT

vael 54 CCCAAGTATTCGACATCGATGAATTCTCTGTCG
CTTATCATATTTGAAGAGTAAATGGAAAGTAAAGATCA

Lol 51 CTGGACAAATAAAAATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
AAACCTTCTTGGTAATACTGTTCTTCTAGGTTTAGTAA

Liol_S4 ATTATCAAAATCCATCGATGAATTCTCTGTCG

Dre2 S1 GTCTTTCATCACATTTGATCTAAGCATATACACTGTAA

GTGAAGGTATCGATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
42



Dre2_S4

Tah18_S1

Tah18_S4

Narl_S1

Narl_S4

DGrx3_Sfor

DGrx3_Srev

Grx4_S1

Grxd_S4

Nbp35_S1

Nbp35_S4

Cfd1_S1

Cfdl_S4

DGrx4_Sfor

DGrx4_Srev

Grx3_S1

Grx3_S4

Glt1_S1_del

CGTTGTAGTCACCGCCGGATGTATTAAAAGTAAACCA
GTTTTGTATTGTGACATCGATGAATTCTCTGTCG
GAAGATTCTAGTCAACAGTAGGCCATCTGTGTTTCCAT
TAATCGCTGCATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
CGTTACCTGTCTCCGATCCATAGAGGATGACGATTTT
CTTGCTCGATGACATCGATGAATTCTCTGTCG
GGGAGCTTCCTTTTCCTGAGTGACAAGATAAGTGTAC
AAGAAAGCATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
GCGGGACTGATAAAATCGTTTAGGTCAGACTCGGACA
GTAGAGCACTCATCGATGAATTCTCTGTCG
ATAAACGCCACCAAGCAAGATATTACACAGCAGCAAA
ACTTTTTCAGGAACTGTTTAGCTTGCCTCGTCCC
GAAATGGAGACTTTTCTGTTTCAATTTACACTAAATAC
ATCTATTTATTTATCGATGAATTCGAGCTCG
TTTTCCACTTACATATAACTAAATTTCTGTGCTCTTCCT
CCAATAAATATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
AGTGGTTAGTTGCGTAAATTGGTCCTGGCTTTTTATTT
CAACCACAGTCATCGATGAATTCTCTGTCG
GAAGTCTTTCTGTTTTTGAGAACAACAGTATACATAAG
TGATATCCAAGACGTACGCTGCAGGTCGAC
TACTCTGCTGGTAGCACTTCGTCGTTTACATGTGGTA
GTATCTCAGTCATCGATGAATTCTCTGTCG
GCGTCGAGGAGCACCCAAAACTAATACGACTATTACA
ATTAAGCATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
GTTTTATTCCTGCCAAAGAGGCCGCAGGAACGCCTAT
CTCCTGTTCCTCCATCGATGAATTCTCTGTCG
TTTTCCACTTACATATAACTAAATTTCTGTGCTCTTCCT
CCAATAAATCTGTTTAGCTTGCCTCGTCCC
GGAAATATTCCACACAAATCTATGCACATTACATTCTA
GAATAAATTAATATCGATGAATTCGAGCTCG
AAACGCCACCAAGCAAGATATTACACAGCAGCAAAAC
TTTTTCAGGAAATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
GTAGTTAGGTAAGTAAATTGCTCTTGATCGTTAATTTC
AATAACAGGCATCGATGAATTCTCTGTCG
GCCATTTATTTATTTTGAAGAACTAGAAAAAGAATTAG
AAAAGAAAGCATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
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Gltl_S2_del

Glt1_S3

GalLCia2_S1

GalLCia2_S4

CAAGCTTTTTAGACTTGACTAGCTAATTCTTTCAATAG
TTTGTAATCAATCGATGAATTCGAGCTCG
GGACGGCACTACGTATCTACCAAGTAATGGTGGTATC
GTTCAACGCGTACGCTGCAGGTCGAC
AGTCGAATATAAAATCTTGCTACTGCATTATTCTACGA
TTTCCTGTTATCGTACGCTGCAGGTCGAC
AGTTGGTTCTCCTCTAAAATGTCGGGATTTTCATTCAA
AAACTCAGACATCGATGAATTCTCTGTCG

Tabelle 4: Oligonukleotide fur klassische Klonierung in Plasmide

Name

Sequenz (5’ -> 3’)

Yhi9_for_Ndel
Yhi9_rev_BamHI
Map2_Ndel_for
Map2_Xhol_rev
YKkIO33w-A_Ndel_for
YKkIO33w-A_BamHI_rev
Ncel03_Xhol_for
Ncel03_BamHI_rev
Adh5_for_BamHI
Adh5_rev_Ncol

ATGGTACATATGATGACTTTAATGGTACC
TACCATGGATCCCTAAACTTTGATCTTACC
ATGGTACATATGATGACAGACGCTG
TACCATCTCGAGTCAGTAGTCATCACC
ATGGTACATATGATGACACATTCTGTAGC
TACCATGGATCCTCACAGTCCATATTTGG
ATGGTACTCGAGATGAGCGCTACCG
TACCATGGATCCCTATTTTGGGGTAACT
ATGGTAGGATCCATGCCTTCGCAAGTC
TACCATCCATGGCATTTAGAAGTCTCAAC

Tabelle 5: Auxotrophiemarker Mutationen in W303-K6001. Gezeigt sind die Mutationen,
welche W303-1A, sowie W303-K6001 ihre Auxotrophien verleiht (Ralser et al., 2012).

Allelname Lokus Mutation

ade2-1 YOR128C nonsense, glué4STOP
trpl-1 YDROO7W nonsense, glu83STOP
canl-100 YELO63C frameshift, lys47
leu2-3,112 YCLO18W frameshift, gly83
his3-11,15 YOR202W 2x frameshift, ala70, glu106
ura3-1 YELO221W missense, gly234
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3.1.5 Verwendete Plasmide fiir homologe Rekombination

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Name Rekombinierbare Merkmale Referenz
pYM-N28 GalL-3HA (N-term) Nourseothricin-Resistenz ~ (Janke et al., 2004)
pYM-N28 (kanMX4)  GalL-3HA (N-term) Geneticin-Resistenz RPTU Labor
pYM-N27 GalL (N-term) Nourseothricin-Resistenz (Janke et al., 2004)
pYM-N26 GalL (N-term) Geneticin-Resistenz (Janke et al., 2004)
pYM13 Deletion Geneticin-Resistenz (Janke et al., 2004)

3.1.6 Verwendete Marker fir die Elektrophorese

Fur alle Agarosegele wurde derselbe Marker (1 kb Plus-DNA Ladder, NEB) verwendet. Mit

dessen Hilfe ist es moglich, die GroRe und Menge der DNA zwischen 0.1 und 10 Kilobasen

abzuschatzen. Fur SDS-PAGEs wurden verschiedene Proteinmarker verwendet, wobei alle

Marker die Abschatzung des molekularen Gewichts von ungeféhr 10 bis 250 kDa erlauben
(New England Biolabs, 2022b; New England Biolabs, 2022c; New England Biolabs, 2022d).

AuBerdem wurden vorgefarbte Marker verwendet, was Abschatzung des molekularen

Gewichts ohne eine Proteinfarbung als Zwischenschritt erlaubt.
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3.2 Ubergreifende Methoden

3.2.1 Lagerung

Zellextrakte und Zellpellets, die nicht unmittelbar weiterverarbeitet wurden, wurden zur
Konservierung in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 20 °C gelagert. Hefestamme
wurden fur die langfristige Lagerung in Glycerol-Aliquots eingefroren und bei -80°C
konserviert. Diese Vorgehensweise gewahrleistet die Reproduzierbarkeit und Stabilitat der

Proben.

3.2.2 Bestimmung der Zelldichte

Das Wachstum von Zellen wurde spektroskopisch untersucht. Dazu wurde die optische Dichte
(OD600) bei 600 nm bestimmt. Als Referenz, bzw. Leerprobe diente frisches Medium. Die
Messung erfolgte regelmaRig wahrend des Wachstums, insbesondere vor Ernte- und
Induktionsschritten, um  vergleichbare und kontrollierte  Wachstumsbedingungen

sicherzustellen.
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3.3 Bioinformatische Methoden

3.3.1 Design von Primern

Rekombinante Proteinexpression in E. coli:

Zur Vorbereitung der PCR wurden Primer mit einer zur Reaktion passenden Sequenz bestellt.
Die Primer-Sequenz wurde erhalten, indem die Sequenz des Proteins in einer
Proteindatenbank nachgeschlagen wurde (www.yeastgenome.org) (Wong et al., 2023).
Sequenzen fur Primer fur Proteinexpression wurden auf mdgliche Transmembransequenzen
mittels (open.predictprotein.org) untersucht. Die Primer wurden anhand der Nukleotidsequenz
so gewahlt, dass keine N- oder C-terminale Transmembransequenzen amplifiziert werden,
dafur aber die Enden des Gens von Restriktionsschnittstellen, welche nicht im Gen selbst
prasent sind, flankiert werden. Dies wurde fir alle untersuchten Gene wiederholt, wobei in
allen Fallen dieselben Schnittstellen gewahlt wurden, sodass die Restriktion moglichst wenig

Anpassung bedurfte.
Homologe Rekombination in S. cerevisiae:

Primer fur die PCR der homologen Rekombination wurden anhand der Anleitung von Janke et
al. (Janke et al., 2004) erstellt. Dabei wurde eine Lange zwischen 60 und 70 Basen angestrebt.
Desweiteren wurde auf einen ausgeglichenen GC-Gehalt von Primerpaaren geachtet, um
ahnliche Schmelz- und Annealing-Temperaturen zu erhalten, sowie nach Mdglichkeit ein

abschlieRendes GC-Motiv eingeplant.

3.3.2 Bestimmung von Proteinparametern

Zur Bestimmung von Proteinparametern wurde die DNA-Sequenz des zu exprimierenden
Proteins inklusive der eingefiihrten Mutationen auf einer Webseite in die Aminosaurensequenz
Ubersetzt (web.expasy.org) (Artimo et al., 2012). Durch Auswahl des richtigen Leserasters und
des webbasierten Tools ,ProtParam® (web.expasy.org/protparam/) konnten Proteinparameter

wie molare Masse, isoelektrischer Punkt und die Anzahl der Aminosauren bestimmt werden.
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3.3.3 Sequenzalignment

Zur Uberpriifung der Ubereinstimmung von klonierten DNA-Sequenzen mit genomischen
DNA-Sequenzen, sowie zur Uberpriifung der korrekten Insertion im Verlauf der homologen
Rekombination wurden sequenzierte DNA-Sequenzen mittels ,Clustal Omega“
(www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo) uberprift (Sievers et al., 2011). Dort wurden die zu
Uberprufenden Sequenzen und die erwartete Sequenz im FASTA-Format, einem gangigen
Dateiformat fur DNA-Sequenzen, hochgeladen. Als Ergebnis wird eine Grafik erhalten, aus
welcher Ubereinstimmungen und Abweichungen der mutierten DNA-Sequenz im Vergleich zur
erwarteten Sequenz ersichtlich sind (siehe Kapitel 8.10 Sequenzalignment der

Sequenzierungen neuer Stamme).

3.3.4 MaxQuant

Durch die Messung mittels Massenspektrometer wurden Datensatze des ,.raw“-Dateiformats
erzeugt. Diese wurden mit Hilfe eines spezialisierten Programmes, namens ,MaxQuant“ (Cox
& Mann, 2008) in weiter analysierbare Peptiddaten umgewandelt. Dazu wurden diese zuerst
in das Programm geladen, wobei dort die spezifischen Parameter zur Art der Labels
~Multiplicity“ auf 1 (fur Label-freie Quantifizierung), beziehungsweise 2 (fur Heavy- und Light-
Label Quantifizierung) gestellt wurden. Auch die zum Verdau genutzten Enzyme wurden hier
angegeben. Im nachsten Schritt wurde eine FASTA-Datei des untersuchten Proteoms
angegeben. Daneben gibt es noch weitere Parameter, welche von den Entwicklern erklart
wurden (Tyanova et al., 2016). Dieser Schritt wurde von Dr. Markus R&schle und Jan-Eric
Bokenkamp an den Computern des Fachgebiets Molekulare Genetik der RPTU Kaiserslautern

durchgeflihrt, da das Programm eine hohe Rechenleistung bendtigt.

3.3.5 Perseus

Nach MaxQuant wurden die Daten mittels Perseus (Version 1.6.13.0) analysiert. Dabei wurden
die Daten aus MaxQuant ohne weitere Zwischenschritte in Perseus gedéffnet. Da diese Daten
noch Kontaminanten und nicht real existente ,Test“-Peptide enthielten, mussten die Daten in

mehreren Schritten bearbeitet werden.
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* Basic
Tansioom * Transform log2(x)

* Filter rows
rier | * Filter rows based on categorical column (Only identified by site)

* Filter rows
fiter | * Filter rows based on categorical column (Reverse)

* Filter rows
riter | * Filter rows based on categorical column (Potential contaminent)

» Rearrange
Remove
empty * Remove empty colums

columns

» Annotate colums
annctation. * Add Annotation* (Gene name, UniProt names)

* Annotate rows
cowing * Categorical annotation rows (Create from experiment name)

« Filter rows
rier  * Filter rows based on valid values (Number = 3 in total)

* Imputation
mputaon * Replace missing values from normal distribution (Width = 0.3, Down shift = 2)

« Tests, Two sample tests, Specify individual Groups (internal in MS-run)
satistics  * Student's T-test (Permutation based FDR: 0.05; 250 randomizations)

Abbildung 21: Flussdiagramm des Perseus-Arbeitsablaufs. Gezeigt ist der Arbeitsablauf
der Daten in Perseus. Dabei ist links die Beschreibung wie sie auch in Perseus angezeigt wird.
Rechts ist eine genauere Beschreibung der fiir diesen Schritt verwendeten Parameter. *Die
Datei der Annotationen flir S. cerevisiae muss zuerst von GitHub heruntergeladen werden.

Dabei wurden die Daten zuerst logarithmiert (Transform ,log2(x)“). Dann wurden die Daten
mehrfach gefiltert. Zuerst wurden Peptide entfernt, welche nur durch ihre modifizierten
Aminoséauren identifiziert wurden (Only identified by site) entfernt, dann wurden weitere
Peptide entfernt, welche u(ber eine Falschpositivrate (FDR) als falschpositive Treffer
identifiziert wurden (reverse hits) und zuletzt wurden Eintrdge entfernt, welche
Kontaminationen wie Keratin sind (contaminants). Dadurch wurden ungefahr 5% der
gesamten Zeilen entfernt. Danach wurden Annotationen hinzugefugt, welche die Namen der
Gene anzeigen und als aktuelle, organismusspezifische Version erhaltlich sind

(annotations.perseus-framework.org). Daraufhin wurden die einzelnen Replikate der
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verschiedenen Hefestdmme in Gruppen zusammengefasst, was die Grundlage fur die spatere
Statistik bildete. Danach wurden Eintrage entfernt, bei welchen zu wenige Replikate messbare
Abundanzen aufwiesen (Filter rows based on valid values). Je nach Fragestellung kann diese
Aussortierung restriktiver oder offener gestaltet werden. Fehlende Werte wurden danach durch
Imputation ersetzt, wobei Werte aus einer Standardverteilung genutzt wurden. Die Annahme
hierbei ist, dass die fehlenden Werte niedriger als die gemessenen sind, weshalb ein
~-downshift“-Wert verwendet wurde, wodurch der Mittelwert der Standardverteilung niedriger
als die gemessenen Werte war. Diese Imputation erforderte bei der Analyse eine Betrachtung
der Rohdaten um falschpositive oder falschnegative Ergebnisse auszusortieren. Die daraufhin

erhaltenen Daten konnten statistisch zum Beispiel mittels t-Test betrachtet werden.

3.3.6 Weitere Webtools

SGD, Uniprot, PDB und Alphafold2:

Proteinparameter wie Molekulargewicht und Aminoséure-, beziehungsweise DNA-Sequenzen
wurden von der Saccharomyces Genome Database (SGD) enthommen
(www.yeastgenome.org) (Cherry et al., 2012). Andere Proteinparameter wie Liganden des
Fe/S-Clusters von Fe/S-Proteinen wurden der uniprot-Datenbank  entnommen
(www.uniprot.org) (2023). Proteinstrukturen wurden dabei der Protein Databank (PDB)
(www.rcsb.org) entnommen (Berman et al., 2000). Falls keine rontgenkristallografische oder
Kryo-EM-Strukturen vorlagen wurden die Proteinstrukturen von Alphafold2 verwendet (Jumper
et al., 2021).

GO-term-Analyse durch DAVID, PANTHER:

DAVID (www.davidbioinformatics.nih.gov/summary.jsp) wurde verwendet um eine
Anreicherung an GO-terms zu bestimmen. Dazu wurde eine Genliste im ,Uniprot ID“-Format
hochgeladen, woraufhin eine Liste mit GO-terms und ihrer Anreicherung heruntergeladen
werden kann (Da Huang et al., 2009; Sherman et al., 2022). Alternativ konnten GO-terms auch
mittels PANTHER (www.pantherdb.org/) analysiert werden (Thomas et al., 2022).

XPFAM:
Informationen  Uber Proteinfamilien und Beziehungen wurden mittels xPFAM

(www.pfam.xfam.org/) ermittelt (Mistry et al., 2021).

Grammatik- und Rechtschreibprifung durch DeepL und ChatGPT Version 4o:
Zur Uberprifung von Grammatik, der Verbesserung von Formulierungen, dem Finden von
Synonymen und als Rechtschreibprifung wurde DeepL (www.deepl.com) und ChatGPT 40

(www.chatgpt.com) verwendet.

50



3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCRs wurden zur Amplifikation von DNA-Fragmenten fur Klonierungen und
Genotypisierungen durchgefuhrt. Dabei wird die DNA in Einzelstrange geschmolzen, welche
daraufhin von der Polymerase zu Doppelstrangen vervollstindigt werden. Diese Prozedur
erfolgt in drei Schritten, die meistens 35 Mal wiederholt werden. Im ersten Schritt wurde die
DNA bei hohen Temperaturen zu Einzelstrdngen geschmolzen. Beim Annealing wird die
Temperatur so reduziert, dass die Anlagerung der Primer an die einzelstrangige DNA mdglich
wird, aber noch keine unspezifische Bindung stattfindet. Bei der Elongation hangt die
Polymerase an den 3“-Enden der Primer-DNA komplementdre Basen an, wobei die
Polymerase die Stelle der Anlagerung der Primer als Startpunkt nimmt. Dadurch verdoppelt
sich mit jedem vollstéandigen Zyklus die Menge der Ziel-DNA. Grundlage wurde das Protokoll
des Polymerase-Herstellers (New England Biolabs, 2022e) verwendet und dieses auf das
DNA-Produkt und die Primer angepasst. Zur Uberpriifung des Amplifikats wurde eine
Agarosegelelektrophorese durchgefiuhrt. Je nach Quelle der Vorlagen-DNA kann die Dauer
der initialen Denaturierung variiert werden. Bei Plasmid-Vorlagen reicht eine kurze Zeit von 30

Sekunden, bei genomischer DNA sollte diese Zeit auf zwei Minuten erhdht werden.

Tabelle 7: Probenvorbereitung fur die PCR

Komponente Menge Finale Konzentration

Q5 Reaction buffer 10 1x

dNTPs 1u 200 uM

Forward Primer 25 ul 0.5 uM

Reverse Primer 25 ul 0.5 uM

Template DNA 05-2l 1ng b?s 1ho (genom'_SCh)
1 pg bis 10 ng (Plasmid)

Q5-Polymerase 0.5 ul 0.02 U/l

H20 (reinst) ad 50 ul
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Tabelle 8: Ablauf einer PCR

Schritt Temperatur Dauer

- ) 30 s (Plasmid)
Initiale Denaturierung 98 °C

2 min (genomisch)

Denaturierung 98 °C 20's ,/’\\
Anlagerung 50 — 72 °C 30s ix T
Elongation 72 °C 30 s pro kBp ;._‘?__:
Finale Elongation 72 °C 5 min
Halt 4°C o0

3.4.2 Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung der DNA-Stiicke und Uberprifung der Reinheit und GroRe eines DNA-
Stranges bzw. des PCR-Produktes wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefthrt. Daftr
wurde TAE-Puffer (80 ml) mit, je nach Molekulargewicht der zu untersuchenden DNA,
Agarosepulver (1 - 2 % w/v) bis zum Siedepunkt erhitzt und danach in eine Form gegossen.
Nach Erstarren des Gels wurde dieses in einer Gelelektrophorese-Kammer mit TAE-Puffer
bedeckt und mit den Proben, sowie DNA-Marker (6 pl) beladen. Fir ein analytisches Gel
wurde die Elektrophoresekammer 40 Minuten mit 100 Volt betrieben. Fir ein praparatives Gel
wurde die Kammer 45 Minuten mit 75 Volt betrieben. Die angelegte Spannung fuhrt dazu, dass
die (aufgrund der Phosphatgruppen am DNA-Rickgrat) negativ geladene DNA zum Pluspol
migriert. Die engmaschige Struktur der quervernetzten Agarose erlaubt eine Auftrennung nach
GroRRe der DNA, da grol3e Stiicke starker zurtickgehalten werden und somit lAnger brauchen,
um eine bestimmte Strecke zurtickzulegen. Die GroRe der DNA in den einzelnen Banden kann
anhand des Markers abgeschéatzt werden. Fir die Sichtbarkeit der DNA sorgt ein durch UV-
Licht anregbarer fluoreszenter Farbstoff (Gel Red®), der sich an die DNA durch Interkalation

anlagert.

Tabelle 9: Probenvorbereitung fir die Agarosegelelektrophorese

Komponente Menge (analytisch) Menge (praparativ)
DNA-Probe 2ul 50 pl

Loading-Dye x6 3.4 ul 13 pl

Gel-Red® 2 ul 8 ul

H20 (reinst) ad 20 ul ad 80 ul
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Tabelle 10: TAE-Puffer (50x)

Komponente Endkonzentration
Tris (pH 8) 2M

Essigsaure 900 mM

EDTA 100 mM

3.4.3 DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen

Restriktionsenzyme kénnen genutzt werden um an definierten Stellen das Phosphatrickgrat
zu hydrolysieren und so das DNA-Molekiil zu spalten. Dabei kénnen diese Enzyme sowohl
glatte, als auch klebrige Enden, also Enden mit Basen-Uberhangen, erzeugen. Glatte Enden
ermoglichen eine unspezifische Ligation. Klebrige Enden ermdglichen eine spezifische
Neuzusammensetzung der DNA-Fragmente, da nur komplementare Uberhange durch die
Ligase miteinander verbunden werden. Um passende klebrige Enden der DNA zu erhalten,
wurden diese mit Restriktionsenzymen behandelt. Das Reaktionsgemisch wurde bei der vom

Hersteller fiir das Enzym empfohlenen Optimaltemperatur (meist 37 °C) inkubiert (2 h).

Tabelle 11: Reaktionsgemisch fur einen Restriktionsverdau

Komponente Menge (fur Plasmid) Menge (fir Insert)
Restriktionsenzym 1 1l 1l
Restriktionsenzym 2 1l 1l

Cutsmart/ 3.1-Puffer 5ul 5ul

DNA 1ug 1ug

H20 (reinst) ad 50 ul ad 50 pl

3.4.3.1 Proberestriktion

Zur Uberprufung einer Klonierung nach einer Ligation kdnnen die Restriktionsenzyme so
gewahlt werden, dass bei erfolgreicher Ligation, Transformation und Minipraparation der
Plasmid-DNA fur das Konstrukt spezifische DNA-Fragmente entstehen. War die vorherige
Ligation nicht erfolgreich, so entstehen weniger oder Banden anderer GroR3en. Das
Reaktionsgemisch wurde fur mindestens zwei Stunden bei der fur das Enzym vom Hersteller
vorgegebenen Optimaltemperatur (meist 37 °C) inkubiert.
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Tabelle 12: Reaktionsgemisch flr eine Proberestriktion

Komponente Menge

Restriktionsenzym 1u

DNA 600 ng

Cutsmart/ 3.1-Puffer 2 pl

H20 (reinst) ad 20 pl
3.4.4 Ligation

Zum Zusammenfiigen zweier passender Uberhange der klebrigen Enden von DNA wurde eine
Ligation durchgefiihrt. Dazu wurden die geschnittenen DNA-Stlicke (Vektor und Insert) in
verschiedenen stdchiometrischen Verhaltnissen mit Ligase (T4 DNA-Ligase), Puffer und
Wasser vermischt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Neben einer
Negativkontrolle ohne Insert wurde eine Ligation in stéchiometrischem Insert/Vektor Verhéaltnis
und eine Ligation mit einem dreifachen molaren Uberschuss an Insert durchgefihrt. Die
Formel zur Berechnung des stéchiometrischen Verhéltnisses ist:

m (Vektor) * MW (Insert)
MW (Vektor)

m (Insert) =

Tabelle 13: Zusammensetzung Ligation

Komponente Negativkontrolle Ligation (1:1) Ligation (1:3)
Vektor 100 ng 100 ng 100 ng

Insert - M(vektor) 3 X Mvekton)
Ligase 1l 1l 1l

T4 DNA Ligase Puffer 1 pl 1u 1ul

H20 (MQ) ad 20 pl ad 20 pl ad 20 pl

3.4.5 DNA-Aufreinigung mittels Mini-Prep-Kit

Aufreinigung von Plasmiden aus Kulturen:

Grundsatzlich wurden Plasmide aus E.coli Kulturen nach dem Protokoll des Herstellers des
Mini-Prep-Kits (Plasmid DNA purification ,NucleoSpin® Plasmid®) aufgereinigt (Macherey-

Nagel, 2022b). Dabei wurde das Protokoll 5.2 verwendet (,Isolation of low-copy plasmids, P1
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constructs, or cosmids®). Hier wurden Ubernachtkultur (6 ml) zentrifugiert (4 °C, 15 min,
4000 rpm Eppendorf) und das Pellett in Puffer A1 (500 ul) resuspendiert. Nach Zugabe von
Puffer A2 (500 pl) wurde der Inhalt des ReaktionsgefalRes durch Invertieren gemischt. Nach
einer Inkubationszeit (RT, 5 min) wurde Puffer A3 (600 ul) hinzugefligt und durch Invertieren
gemischt. Das Reaktionsgemisch wurde zentrifugiert (10 min, 11000 rpm) und der Uberstand
auf eine der mitgelieferten Saulen Ubertragen. Durch Zentrifugation (30 s, 11000 rpm) wurde
die DNA an die Saule gebunden. Waschpuffer AW (500 ul) wurde auf die Saule aufgetragen
und diese wiederum zentrifugiert (30s, 11000 rpm). Danach wurde Puffer A4 (600 pl)
hinzugegeben und die Saule zentrifugiert (30 s, 11000 rpm). Durch erneute Zentrifugation
(2 min, 11000 rpm) wurde die Saule getrocknet. Die Elution erfolgte in zwei Schritten. Es wurde
jeweils erhitzter Puffer AE (30 pl, 70 °C) auf die S&ule gegeben wurde, woraufhin diese
schittelnd inkubiert (2 min, 70 °C, 550 rpm) und dann zentrifugiert (1 min, 11000 rpm) wurde.

Der Durchfluss mit dem Plasmid wurde als Elution aufgefangen und gelagert.

Aufreinigung von DNA aus PCR und Agarosegelen:

Grundsatzlich wurden PCR-Produkte, Restriktionsprodukte mit Verunreinigungen durch
Primer, DNA-Fragmenten kleiner als 25 Bp oder aus Agarosegel ausgeschnittene Banden
nach dem Protokoll des Herstellers des Mini-Prep-Kits (PCR clean-up Gel extraction
,NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up®) aufgereinigt (Macherey-Nagel, 2022a). Flussige
Gemische wurden 1 zu 2 (v/v) mit Puffer NTI vermischt, Banden aus Agarosegelen 1 zu 2
(w/v). Zudem mussten Proben mit Agarose schiittelnd inkubiert (5 - 10 min, 50 °C, 550 rpm)
werden, bis sich die Agarose geldst hat. Danach wurde das Gemisch auf eine Saule geladen
und zentrifugiert (30 s, 11000 rpm). Durch zweifache Hinzugabe von Puffer NT3 (700 pul) und
Zentrifugation (30s, 11000 rpm) wurde die Saule gewaschen. Durch anschlieRende
Zentrifugation (1 min, 11000 rpm) wurden die Ruckstande von Puffer NT3 entfernt. Durch
Inkubation (2 - 5 min, 70 °C) wurden die restlichen Riickstande entfernt. Die zweifache Elution
wurde durch jeweils vorgeheizten Puffer NE (20 pl, 70 °C) und Inkubation der Séaule mit

Elutionspuffer bei 70 °C vorbereitet und dann durch Zentrifugation (1 min, 11000 rpm) erreicht.

3.4.6 Sequenzierung

Sequenzierungen mit der Kodierung AJPXXX wurden von SEQ-IT GmbH & Co. KG in
Kaiserslautern durchgefiihrt. Dazu wurden DNA-Probe (5 pl, maximal 500 ng) mit 1 pl des
entsprechenden Primers vermischt und zur Analyse gesendet. Die per E-mail erhaltenen

Sequenzen wurden dieser Arbeit angehangt.
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Sequenzierungen mit der Kodierung DIVXXX wurden von Eurofins Genomics durchgefuhrt.
Hierbei werden DNA-Proben (7.5 ul, maximal 500 ng) mit einem Primer (2.5 ul) gemischt und
zur Analyse gesendet. Die auf der Seite erhéltlichen Sequenzen wurden dieser Arbeit

angehangt.

3.5 Mikrobiologische Methoden

3.5.1 Zellanzucht S. cerevisiae

Vor Verwendung der Medien muss eine Mischung aus YP- oder SC-Medium, Zuckerlésung
und Auxotrophiemarker-Mix (fir SC-Medium) oder Adenin-Lésung (fir YP-Medium) angesetzt

werden. Diese drei Losungen werden getrennt autoklaviert.

Zur Selektion von Mutanten kdnnen mehrere Methoden verwendet werden. Entweder man
nutzt ein SC-Medium mit einem Auxotrophiemarker-Mix, dem eine Komponente fehlt, welche
fur den Wildtyp, aber nicht die Mutante essentiell ist, also eine Selektion Gber eine Auxotrophie,
oder man verwendet Medien, die Antimykotika enthalten, gegen welche die Mutanten resistent

sind.

Flissigkulturen wurden Uber Nacht bei schittelnd inkubiert (16 h, 30 °C, 150 rpm).
Hefekulturen auf Agarplatten wurden fur zwei (YP-Medium) bis drei (SC-Medium) Tage
inkubiert (30 °C).

Tabelle 14: YP-Medium

Komponente Massenkonzentration
Pepton 20 g/l
Hefeextrakt 10 g/l
Agar (fur Platten) 20 g/l

Tabelle 15: SC-Medium

Komponente Massenkonzentration
Yeast Nitrogen Base 1949/
Ammoniumsulfat 5 g/l

Agar (fir Festmedium) 20 g/l
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Tabelle 16: Zuckerlésung (10x)

Komponente

Massenkonzentration

Glukose oder
Galaktose

200 g/l
200 g/l

Tabelle 17: Auxotrophiemarker-Mix (1000x)

Komponente Massenkonzentration
Adenin 4 mg/ml

Leucin 3.33 mg/mi
Tryptophan 2 mg/ml

Uracil 1 mg/ml

Histidin 1 mg/ml

Lysin 1.5 mg/ml

Tabelle 18: Adenin-Ldsung (1000x)

Komponente

Massenkonzentration

Adenin

4 mg/ml

Tabelle 19: Antimykotika (1000x)

Komponente

Massenkonzentration

Nourseothricin
Geneticin (G-418)

100 mg/mi
600 mg/ml

3.5.2 Transformation und homologe Rekombination S. cerevisiae

Tabelle 20: Li-Ac-Losung. Die Bestandteile wurden getrennt autoklaviert.

Komponente

Konzentration

Tris/HCI (pH 7.5)
Lithiumacetat
EDTA (pH 8)

10 mM
100 mM
1 mM
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Tabelle 21: PEG-L6sung. Das Gemisch wurde sterilfiltriert.

Komponente Menge (pro 50 ml)
Polyethylenglykol 4000 204g
Li-Ac-LOsung ad 50 ml

Die geplanten Experimente erforderten eine gezielte Senkung der Abundanz spezifischer
Proteine der Zelle. Da diese Proteine essentielle Proteine sind, konnten die Gene nicht
deletiert werden. Als Losung dieses Problems wurde auf die Insertion eines GalL-Promotors
stromaufwarts des Gens zurtickgegriffen. Hierflir wurde die homologe Rekombination gewahilt,
mit Hilfe derer es mdglich ist, DNA-Fragmente gezielt in die genomische DNA der Hefe zu

integrieren.

Fiar die homologe Rekombination wurde galaktosehaltiges YP-Medium (25 ml) mit dem
geeigneten Hefestamm inokuliert und schuttelnd inkubiert (16 h, 30 °C, 150 rpm). Danach
wurde die optische Dichte bestimmt und YP-Medium (50 ml) mit Galaktose auf eine
ODeoo = 0.2 inokuliert. Die Flussigkultur wurde solange schittelnd inkubiert (30 °C, 150 rpm),
bis die optische Dichte ODsggo = 0.5 bis 1.0 betrug. Der Wert wurde notiert. Die Flussigkultur
wurde zentrifugiert (3 min, RT, 3500 rpm Eppendorf) und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 10 ml H,O (reinst) resuspendiert. Danach wurde die Suspension zentrifugiert (3 min,
RT, 3500 rpm Eppendorf) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml Li-Ac-
Lésung resuspendiert und in ein 1.5 ml ReaktionsgefalR Uberflihrt. Das Gemisch wurde
zentrifugiert (3 min, RT, 3500 rpm Eppendorf) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde
in 1 ml pro ODeywp =1 Li-Ac-Losung resuspendiert. Danach wurde Lachssperma-DNA
denaturiert (5 min, 95 °C). Die Zellsuspension (100 ul) wurde mit Lachssperma-DNA (12.5 ul,
10 mg/ml), der zu inserierenden DNA (5 ul) und PEG-Lésung (700 pl) in einem 1.5 ml
Reaktionsgefald invertiert. Danach wurde das Gemisch schuttelnd inkubiert (30 min, 30 °C,
550 rpm). Daraufhin wurde das Gemisch fir einen Hitzeschock schiittelnd inkubiert (30 min,
42 °C, 550 rpm), zentrifugiert (3 min, RT, 3500 rpm) und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in YP-Medium (1 ml) mit Galaktose resuspendiert und danach schittelnd inkubiert (1 h,
30 °C, 550 rpm). Nach einer Zentrifugation (3 min, RT, 3500 rpm Eppendorf) wurden das
Pellet in H20 (1 ml, reinst) gewaschen und wiederrum zentrifugiert (3 min, RT, 3500 rpm
Eppendorf). Das Pellet wurde in H,O (200 pul) resuspendiert und auf Platten ausgestrichen,
welche die passenden Selektionsmarker enthielten. Diese werden solange inkubiert (30 °C,
3-4 Tage), bis groRe Kolonien zu sehen sind. Danach wurden diese Kolonien verdinnt

(1:16000) und auf neue Platten mit Selektionsmarker ausgestrichen (100 pl).

Diese Methode beinhaltet kritische Schritte und Variationsmaoglichkeiten. In jedem Fall missen

die Zellen von Anfang bis Ende steril behandelt werden, wozu auch die verwendeten Losungen
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sterilisiert werden mussen. Die hinzugegebene DNA sollte ein mdglichst geringes Volumen
aufweisen. Die Menge an DNA und Lachssperma-DNA kann dagegen erhtht werden. Die Zeit
des Hitzeschocks kann auf 45 min, die der zweiten Wachstumsphase auf zwei Stunden erhéht
werden. Die gangigsten Selektionsmarker Nourseothricin und G418 haben eine optimale
Wirkung bei 100 pg/ml bzw. 600 pg/ml (Katharina Krotz, 2020). Die Erzeugung von
Doppelmutanten war erfolgreicher, wenn die erste Selektion mit G418 und die zweite Selektion

mit Nourseothricin stattfand.

Neben der eigentlich homologen Rekombination wurden vorbereitende und nachbereitende
Schritte nach einem Ablaufplan gestaltet (siehe Abbildung 22).

* Fliissigkultur des Ausgangsstammes

Tag 1
* Homologe Rekombination
Tag 2
T * Kolonien als 1:8000 bis 1:16000 Verdiinnung ausplattieren
ag
* Fliissigkultur einer Einzelkolonie
Tag 8

* Glyzerinstock
Tag9 <+ DNA-Priparation

+ PCR zur Uberpriifung
Tag 10 * Sequenzierung

Abbildung 22: Flussdiagramm der homologen Rekombination. Gezeigt ist der typische
Ablauf der homologen Rekombination inklusive Vor- und Nachbereitung.

3.5.3 Glyzerinstock

Kandidaten fir eine erfolgreiche homologe Rekombination wurden als Glyzerinstock
eingefroren und haltbar gemacht. Dabei wurde der Glyzerinstock von derselben Flussigkultur
erzeugt, welche auch fur die DNA-Préparation verwendet wurde, sodass sichergestellt wurde,
dass der Glyzerinstock genetisch identisch mit der weiter verifizierten genomischen DNA ist.
Dazu wurde Ubernachtkultur (1.2 ml) mit steriler Glyzerinlésung (400 pl, 70 % v/v) vermischt

und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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3.5.4 S. cerevisiae DNA-Praparation

Tabelle 22: Loésung 1

Komponente Konzentration
Sorbitol 09M

EDTA (pH 8) 0.1M
KPi-Puffer (pH 7.4) 0.01 M

Tabelle 23: TES-Puffer

Komponente Konzentration
EDTA (pH 8) 0.3 M

Tris/HCI (pH 8) 0.2M

SDS 2 % (W/v)

Tabelle 24: TE-Puffer

Komponente Konzentration
Tris/HCI (pH 8) 10 mM
EDTA (pH 8) 1mM

DNA-Inaktivierung in RNAse A-L6sung:

Fur die DNA-Praparation aus Hefezellen wurde eine RNAse-Losung mit inaktivierter DNAse
bendtigt. Diese wurde hergestellt, indem Natriumacetat (10 mM) mit Essigséaure (1 mM) auf
pH = 5.2 titriert wurde. AuRBerdem wurde Tris/HCI (1 M, pH 7.4) hergestellt. Diese Puffer
wurden autoklaviert. Danach wurde 1 mg RNAse A in 900 pl Natriumacetat-Puffer geldst. Die
Loésung wurde inkubiert (15 min, 100 °C). Danach wurde Tris/HCI-Puffer (100 pl)

hinzugegeben. Vor Benutzung wurde die Losung mit TE-L6sung verdiinnt (1:20).

Praparation genomischer DNA:

Zur DNA-Praparation wurde eine Hefelbernachtkultur (25 ml) inokuliert und schittelnd
inkubiert (30 °C, 150 rpm). Von dieser Flussigkultur wurden 10 ml abgetrennt und zentrifugiert
(5 min, RT, 3500 rpm Eppendorf). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 0.9 ml
Losung 1 geldst. Dann wurden 0.1 ml Zymolyase (20 mg/ml) und 1 pl B-Mercaptoethanol

hinzugegeben. Das Gemisch wurde inkubiert (30 min, 37 °C, 150 rpm) und zentrifugiert (5 min,
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RT, 3500 rpm). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 0.4 ml TE/RNAse-Lésung
resuspendiert. Es wurden 30 pl TES-L6sung hinzugegeben und inkubiert (30 min, 60°C).
Danach wurden 80 pl Kaliumacetat (5 M) hinzugegeben und durch invertieren gemischt. Das
Gemisch wurde auf Eis inkubiert (1 h) und zentrifugiert (15 min, 4 °C, 13000 rpm). Der
Uberstand wurde entnommen, mit 1 ml kaltem Ethanol (100 %, -20 °C) vermischt und inkubiert
(1 h, -80 °C). Danach wurde das Gemisch zentrifugiert (10 min, 4 °C, 13000 rpm) und der
Uberstand verworfen. Das DNA-Pellet wurde mit 500 pl kaltem Ethanol (70 % v/v) gewaschen.
Durch zentrifugieren (10 min, RT, 13000 rpm) und Verwerfen des Uberstands wurde so viel
Flissigkeit wie mdglich entfernt. Danach wurde das Pellet solange in der Sterilwerkbank
getrocknet (ungefahr 1 h), bis keine Flussigkeit mehr vorhanden war. Danach wurde das Pellet

in 300 ul TE/RNAse-L6sung resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

3.5.5 Tupfeltest

Der Tupfeltest wurde genutzt um den Wachstumsphanotyp der genetisch verdnderten
Hefestdmme zu untersuchen, da es wichtig war fur die folgenden Experimente Zellen zur
Verfligung zu haben, welche einen klaren Phénotyp zeigen, allerdings noch nicht apoptotisch

sind.

10 ul 10 pl 10 pl 10 pl 10 ul
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Abbildung 23: Schema eines Tlupfeltests. Gezeigt ist das Schema eines Tipfeltests, dabei
kénnen pro Agarplatte mehrere Hefestimme analysiert werden (A-F). Diese werden in die
erste Spalte mit einer ODgoo= 0.5 vorgelegt und dann in den weiteren Spalten, in denen immer
90 ul H20O vorgelegt wurde, seriell 1:10 verdinnt (nach Greth, 2018).
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Hierzu wurde eine Hefelbernachtkultur auf eine ODsoo = 0.5 eingestellt und dann eine serielle
Verdinnung (1:10) dieser Kulturen in einer Mikrotiterplatte hergestellt. AnschlieRend wurden
von diesen Verdiunnungsreihen je 5 ul nach dem Schema (siehe Abbildung 23) auf eine

Agarplatte aufgetragen und fur zwei bis drei Tage inkubiert (30 °C).

3.5.6 Wachstumskurven und Berechnung der Verdopplungszeit (tv)

Zur Uberprifung der Viabilitat von Hefestimmen wurden Wachstumskurven gemessen und

daraus die Verdopplungszeit (tv) in Minuten bestimmt.

Zur Vorbereitung wurde SC-Medium (25 ml) mit dem Hefestamm inokuliert und schiittelnd
inkubiert (16 h, 30 °C, 150 rpm). Danach wurde photometrisch die optische Dichte bei 600 nm
bestimmt und so viel der Flussigkultur in ein Reaktionsgefald tberfuhrt, dass damit 25 ml
Flussigkultur auf eine ODsoo = 0.1 inokuliert werden konnte. Die Probe wurde zentrifugiert
(5 min, RT, 3500 rpm Eppendorf). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in
10 ml H,O (reinst) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, RT, 3500 rpm
Eppendorf) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet zur Inokulierung einer neuen
Flussigkultur verwendet. Diese wurde schittelnd inkubiert (16/24 h, 30 °C, 150 rpm) und
entweder nach 16 Stunden (bei Doppelmutanten) geerntet, oder nach 24 Stunden zur

Inokulierung einer weiteren Flussigkultur verwendet (alle weiteren Mutanten).

Nach dem Wachstum wurde die optische Dichte (ODsoo) bestimmt und frisches Flissigmedium
mit der entsprechenden Kohlenstoffquelle angeimpft, sodass die optische Dichte zu Anfang
ODsoo= 0.1 betrug. In eine 96-Well Mikrotiterplatte wurden pro Well 250 pl Flussigkultur
hinzugegeben. Danach wurde die Mikrotiterplatte mit einer sauerstoffdurchlassigen Folie
verschlossen und im Mikrotiterplattenlesegerat schittelnd inkubiert (30 °C). Das Programm
wurde so eingestellt, dass 49 Mal alle 30 Minuten zuerst die Mikrotiterplatte geschuttelt
(schnell, 5 s) und danach die Absorption der Proben bei 630 nm gemessen wurde.

Die resultierenden optischen Dichten wurden zuerst logarithmiert, danach wurde die erste
Ableitung der Werte nach der Zeit gebildet und daraufhin der natiirliche Logarithmus von zwei
durch den erhaltenen Wert geteilt (Hall et al., 2014) (siehe Formel 1). Von den erhaltenen
Werten wurde die geringste Verdopplungszahl als Wert fur die Verdopplungszeit dieser Probe

festgelegt (typischerweise zwischen ODeggo= 0.3 bis 0.8).
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Formel 1: Berechnung der Verdopplungzeit ty

£ = In(2)
v /Aln(ODsoo)
At

3.5.7 Zeba Spin Aufreinigung

Zur Aufreinigung der Proteine aus S. cerevisae fur die Bestimmung der Cysteinreaktivitat
wurde eine Gelfiltration mit einer Zeba Spin-Séaule durchgefihrt (Thermo Fischer, 2022). Dabei
wurde das Protokoll des Herstellers befolgt und die Proteine in Tris/HCI (pH 7.4, 1 mM) eluiert:

Zuerst wurde die Saule vorbereitet, indem sie in einem Sammelgefal? zentrifugiert wurde
(1 min, RT, 2000 rpm Eppendorf). Danach wurde die Seite markiert, an welcher das
Saulenmaterial hoher war. Von hier an wurde diese Seite beim Zentrifugieren immer nach
aul3en gedreht. Danach wurde die Séule drei Mal mit dem Zielpuffer beladen und zentrifugiert
(2 min, RT, 2000 rpm Eppendorf). Daraufhin wurde die S&ule mit Probe beladen und
zentrifugiert (2 min, 4 °C, 2000 rpm Eppendorf).

3.5.8 Zellanzucht E. coli

E.coli-Kulturen wurden aus einer Kolonie herangezogen. Dazu wurde eine Kolonie von einer
Agarplatte gewahlt und in autoklaviertes LB-Medium (siehe Tabelle 25), meist mit einem
Antibiotikum als Selektionsmarker, tberfihrt. Das Reaktionsgefal wurde daraufhin schittelnd

inkubiert (37 °C, 150 rpm), bis die gewtiinschte Zelldichte erreicht wurde.

Tabelle 25: LB-Medium

Komponente Menge (pro Liter)
Trypton 10g

Hefeextrakt 5¢g

Natriumchlorid 10g

E.coli-Kulturen wurden aus Flissigmedium auf LB-Agar-Platten mit entsprechenden
Selektionsmarkern, meist Kanamycin (30 pug/ml), ausgestrichen. Bakterien ohne die nétige
Resistenz werden in ihrem Wachstum inhibiert, wodurch nur Bakterien wachsen konnen,
welche das Plasmid mit der Resistenz tragen. Neben der Resistenz ist auch das Gen auf dem

Plasmid, welches das zu untersuchende Protein kodiert. Dazu wurde LB-Medium-Pulver
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(25 g/l) mit Agar-Agar (15 g/l) in destilliertem Wasser autoklaviert. Bei einer Temperatur von
unter 60 °C wurde das Antibiotikum hinzugegeben und das Medium anschlieBend in

Petrischalen gegossen.

3.5.9 Transformation in E. coli

Zur Transformation der Vektoren in E.coli (NEB 5a fur Plasmid-Replikation, BL21-pRK-ISC flr
FeS-Protein-Expression) wurde das Protokoll des Herstellers (New England Biolabs, 2022a)
in abgewandelter Form verwendet. Dabei wurden in Schritt 9 anstatt einer Verdiinnungsreihe
die Zellen herunterzentrifugiert (5 min, RT, 5000 rpm), 900 pl Medium abgenommen und das
Pellet im restlichen Medium (100 pl) resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden auf
eine LB-Agarplatte mit entsprechendem Selektionsmarker, hier blicherweise Kanamycin
(30 pg/ml), Ampicillin (100 pg/ml) oder Tetracyclin (10 ug/ml) aufgetragen.

3.5.10 Hise-Tag-Aufreinigung

Bei allen Schritten nach der Zellernte wurden die Zellen und Extrakte immer so kalt wie méglich
gehalten. Dazu wurden die verwendeten Puffer sowie die Druckkammer der French Press auf
4 °C vorgekuhlt. Elutionsfraktionen und Suspensionen wurden zwischen den

Inkubationsphasen auf Eis gelagert.

Tabelle 26: Puffer fir Hiss-Tag-Aufreinigung

Komponente Lysepuffer Waschpuffer Elutionspuffer
Tris/HCI 50 mM 50 mM 50 mM

NaCl 300 mM 300 mM 300 mM
Imidazol 10 mM 20 mM 250 mM
Glycerin 10 % (v/v) 10% (v/v) 10% (v/v)

pH 8.0 8.0 8.0
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Tabelle 27: Entsalzungspuffer

Komponente Menge
Tris/HCI 20 mM
NacCl 150 mM
Glycerin 10 % (v/v)
pH 8.0

Zur Expression des mit Hise-Tag versehenen Proteins wurden zuerst eine E. coli Vorkultur
Nacht angezogen. Dazu wurde LB-Medium (25 ml) mit einer E. coli Kolonie inokuliert und
schittelnd inkubiert (16 h, 37 °C, 150 rpm). Die Vorkultur wurde in die Hauptkultur Gberfuhrt,
wobei das Volumen ungefahr 2.5% der Hauptkultur betrug. Die Kultur wurde schittelnd
inkubiert (37 °C, 150 rpm), bis sie eine ODgoo = 0.5 vorwies. Daraufhin wurde IPTG als Induktor
in einer Endkonzentration von 0.5 mM zugegeben. Zur Expression wurden die Kulturen
schittelnd inkubiert (Uber Nacht, 30 °C, 550 rpm).

Nach der Induktion wurden die Kulturen zentrifugiert (15 min, 4 °C, 6000 rpm) (Avanti J-265,
Rotor: JLA-8.1000). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in ungefahr 40 ml
Waschpuffer pro 10 g Pellet in einem Falcon-Tube (50 ml) resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation (15 min, 4 °C, 4000 rpm Eppendorf) wurde der Uberstand verworfen und das

Zellpellet bei -20 °C aufbewahrt oder direkt aufgeschlossen.

Je 10 g E. coli Zellen wurden in 40 ml Lysepuffer resuspendiert. Die Suspension wurde mit
einer Spatelspitze DNAse, einer Spatelspitze Lysozym, sowie einer Spatelspitze PMSF (in
98 % Ethanol) versetzt, gut vermischt und mit Hilfe der French Press bei 20000 psi lysiert. Das
Lysat wurde zentrifugiert (60 min, 4 °C, 20000 rpm) (Avanti J-265, Rotor: JA-25.50). Der

Uberstand wurde weiterverwendet und das Pellet verworfen.

Zur Bindung der Hisg-Tag-Proteine an das Nickel-NTA-Saulenmaterial wurde dieses zuerst mit
Lysepuffer (50 ml) aquilibriert und dann zusammen mit dem Lysat vermischt und rotierend
inkubiert (60 min, 4 °C). Nach Inkubation wurde das Lysat mit dem S&ulenmaterial in eine
Saule gegeben, wobei das Lysat als zu verwerfender Durchfluss durch die Fritte abtropfen
konnte, wahrend das Nickel-NTA-Saulenmaterial mit den gebundenen Proteinen in der Saule
zurlickblieb. Daraufhin wurde die S&ule mit Waschpuffer (50 ml) gewaschen. Das Protein
wurde mit Elutionspuffer (3 ml) eluiert und in 500 pl Fraktionen aufgefangen. 5 pul jeder Fraktion
wurden mit Bradford-Reagenz vermischt, um die proteinhaltigen Fraktionen mit Hilfe der
Blaufarbung zu bestimmen. Neben dem Bradford-Assay wurde alternativ auch die Absorption

bei 280 nm gemessen, um die proteinhaltigen Fraktionen zu bestimmen.
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3.5.11 Entsalzung mittels PD-10-Saule

Vor Benutzung wurde die Saule mit Entsalzungspuffer (30 ml) (siehe Tabelle 27) aquilibriert.
Die zusammengefuhrten Elutionsfraktionen der Nickel-NTA-Aufreinigung wurden daraufhin
auf die Saule aufgetragen. Nachdem die proteinhaltige Fraktion (maximal 2.5 ml) in die S&ule
eingezogen war, wurden Entsalzungspuffer (3 ml) dazugegeben, sodass wiederum der
Durchfluss in Fraktionen (500 pl) gesammelt werden konnte. Die mit Hilfe des Bradford-
Reagenz oder Absorptionsmessungen bei 280 nm bestimmten, proteinhaltigen Fraktionen

wurden zusammengefihrt und aufbewahrt.

3.5.12 Reinigung der Saulen

Nickel-NTA-Séaule:

Die Saule wurde zuerst mit Elutionspuffer (10 ml), danach mit Waschpuffer (50 ml) gewaschen

und anschlieRend in Lysepuffer bei 4 °C aufbewahrt.
PD-10-Saule:

Die Saule wurde zuerst mit Entsalzungspuffer (30 ml) gewaschen, dann mit H-O (30 ml, reinst)

gespult und anschlieRend wieder mit Entsalzungspuffer redquilibriert und bei 4 °C gelagert.

3.5.13 Herstellung kompetenter Zellen

E. coli kann in seinem unbehandelten Zustand nicht effizient fremde DNA aufnehmen. Um also
eine effiziente Transformation zu erméglichen, mussen die Zellen vorher zu kompetenten

Zellen verandert werden.

Tabelle 28: CaCl./Glyzerin-Lésung

Komponente Menge
CacCly 0.1 M
Glycerin 15 % (v/v)

E. coli Zellen wurden auf LB-Agar-Medium ausgestrichen und inkubiert (37 °C, 16 h). Eine

einzelne Kolonie wurde in 10 ml LB-Medium schiittelnd inkubiert (16 h, 37 °C, 150 rpm).

Danach wurde LB-Medium (400 ml) mit Vorkultur (4 ml) angeimpft und schittelnd bis zu einer
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ODeoo = 0.4  inkubiert (37 °C,150 rpm). Danach  wurde die  Flussigkultur in
Zentrifugationsbechern unter gelegentlichem rotieren auf Eis inkubiert (30 min). Danach wurde
die Flussigkultur zentrifugiert (15 min, 4 °C, 3000 rpm Eppendorf). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet wurde in 200 ml CacCl; (0.1 M, 4 °C) resuspendiert und auf Eis
inkubiert (20 min). Danach wurde das Gemisch zentrifugiert (15 min, 4 °C, 2000 rpm
Eppendorf) und das Pellet in CaCly/Glyzerin-Losung (16 ml) resuspendiert. Danach wurde die
Suspension in Aliquote (200 ul) aufgeteilt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -

80 °C gelagert.

3.6 Weitere Methoden

3.6.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

3.6.1.1 Bradford-Assay

Diese Methode eignet sich besonders gut um schnell Proteinkonzentrationen abschétzen zu
konnen, da sie innerhalb von zehn Minuten durchfihrbar ist. Hierzu wurde die Farbreaktion
des Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie-Blau mit den Aminoséuren Arginin, Lysin und
Histidin im sauren Milieu genutzt. Je mehr dieser Aminosauren, beziehungsweise je hdher die
Proteinkonzentration, desto héher die Absorption des Gemisches bei A= 595 nm (Kruger,
2009). Der Test benotigt eine Standardreihe (0 bis 50 pg/ml) als Vergleichswert, welche mit

BSA (Bovine serum albumin) bekannter Konzentration hergestellt wurde.

Alle Proben wurden im Verhaltnis 1:10 mit Bradford-Reagenz vermischt und fur finf Minuten
inkubiert. Danach wurde die Absorption bei 595 nm gemessen und die Geradengleichung des
linearen Bereiches der Standardreihe zur Berechnung der unbekannten Proteinkonzentration
der Proben verwendet. Als Leerprobe wurde H,O (reinst) im Verhdltnis 1:10 mit Bradford-

Reagenz vermischt.

3.6.1.2 MicroBiuret

Zur Berechnung der kinetischen Parameter bei Aktivitdtsmessungen wurde die
Proteinkonzentration mittels Micro-Biuret-Methode bestimmt. Diese Bestimmungsmethode

beruht auf der Komplexierung von zweiwertigen Kupferionen mittels Peptidbindungen und ist
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somit im Gegensatz zur Bradford-Methode nicht von bestimmten Aminosauren abhangig. Der
durch den Kupferbiuretkomplex entstandene Farbumschlag kann bei A= 545 nm gemessen

werden (Lowry et al., 1951).

Tabelle 29: Losungen fur Micro-Biuret

Reagenz Komponente Konzentration

BSA-LOsung BSA 2 mg/ml

DOC-L6sung DOC 0.15 % (w/v)
Tri-Natriumcitrat Dihydrat 588 mM

Micro-Biuret-Losung Na.CO3 940 mM
CuSO, - 5 HO 69 mM

Die zu messenden Proteinproben wurden mit H,O (reinst) auf 1000 ul aufgefiillt. Als Standard
wurden Proben von BSA in H.O genutzt, welche 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 und 0.6 mg Protein
enthielten. Danach wurden sie mit 100 pl DOC-L6sung versetzt und nach dem Mischen
inkubiert (5 min, RT). Daraufhin wurden die Proteine mittels TCA (100 ul, 70 % wi/v) gefallt.
Die Proben wurden gemischt und zentrifugiert (13000 rpm, 10 min). Der entstandene
Uberstand wurde abgetrennt und verworfen. Das Pellet wurde in 950 pl NaOH (3 % wi/v) gelost.
Nach Zugabe von Micro-Biuret-Losung (50 pl) wurden die Proben im Dunkeln inkubiert
(15 min). Die Absorptionsmessung erfolgte danach bei A= 545 nm. Die Zusammensetzungen

der Losungen sind Tabelle 29 zu entnehmen.

3.6.1.3 BCA-Assay

Als Methode zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen der MS-Proben wurde die BCA-
Methode verwendet. Hierbei beruht die Messung der Proteinkonzentration auf einem Komplex
aus einwertigem Kupfer und Bicinchoninsaure. Dieser sensitive Test ist besonders robust und

stdrresistent gegen das in grof3en Mengen in den Proben vorhandene Guanidiniumchlorid.

Als Proben des Proteinstandards wurden in einer 96-well Platte je 0, 2, 4, 6, 8 oder 10 pl BSA-
Lésung (2 mg/ml) mit 1 oder 3 pl Lysepuffer vermischt und auf 15 pl H,O aufgefillt. Von den
Proteinproben wurde je 1 und 3 pl auf die Platte gegeben und mit H,O auf 15 pl aufgefillt. Als
Arbeitsreagenz wurde eine Mischung aus Teil ,A* und Teil ,B* im Verhaltnis 50:1 genutzt.

Davon wurden 200 pl zu den Proben gegeben und diese inkubiert (37 °C, 30 min). Gemessen
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wurde die Absorption bei A= 562 nm in Mikrotiterplatten. Diese Methode beruht auf den

Herstellervorgaben (Thermo Fischer).

3.6.2 Zellaufschluss nach Rodel

Um bei SDS-PAGEs und Western Blots die Protease-Aktivitat und damit die Proteolyse der
Proteine von Interesse bei Zellaufschluss so gering wie mdglich zu halten, wurde hierfir der
nicht native Zellaufschluss nach Rodel genutzt. Als Nachteil ist hier zu sehen, dass diese
Zellextrakte sich nicht mehr fir Aktivitatsmessungen eignen, da die Proteine denaturieren
(Methodensammlung AG Pierik, entwickelt von PD Dr. Daili J.A. Netz).

Zum Aufschluss wurde 1 ml Zellsuspension einer ODegoo = 1 geerntet. Die Suspension wurde
zentrifugiert (1 min, 4 °C, 12000 rpm) und der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde mit kaltem
TE-Puffer (0.5 ml) (siehe Tabelle 30) gewaschen und wie vorher pelletiert. Das Pellet wurde
in kaltem H2O (0.5 ml, reinst) resuspendiert. Es wurde kalte, frisch zubereitete MIX-L&sung
(75 ul) (siehe Tabelle 31) hinzugegeben und die Suspension inkubiert (10 min, 4 °C). Danach
wurde kaltes TCA (575 ul, 50 % w/v) hinzugegeben und die Probe gemischt und daraufhin
zentrifugiert (10 min, 4 °C, 12000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde
zwei Mal mit kaltem Aceton gewaschen. Nach restlosem Entfernen des Uberstandes wurde
das Pellet in SDS-PAGE-Probenpuffer (60 pl) gelost.

Tabelle 30: TE-Puffer

Komponente Endkonzentration
Tris/HCI (pH 8) 10 mM
EDTA (pH 8) 1 mM

Tabelle 31: MIX-LOsung

Komponente Endkonzentration
NaOH 1.85M
B-Mercaptoethanol Y

PMSF 10 mM

69



3.6.3 TCA-Prazipitation von Zellextrakten

Zellextrakte, welche zur Messung von Enzymaktivitdten im Zellextrakt hergestellt wurden,
konnten auch zur Erstellung von Proben fir Western Blots genutzt werden. Dazu wird das

Zellextrakt mit Hilfe von TCA gefallt und danach in Probepuffer (siehe Tabelle 33) gel6st.

Dazu wurde zuerst Zellextrakt (50 pl) mit TCA-Losung (150 pl, 30 % w/v in H20O) auf Eis
gemischt. Nach einer Inkubation (10 min) wurde das Gemisch zentrifugiert (10 min, 4 °C,
12000 rpm) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in Aceton (500 pl, -20 °C)
resuspendiert und die Suspension zentrifugiert (5 min, 4 °C, 12000 rpm). Nach einer

Wiederholung dieses Schrittes wurde das Pellet in Probepuffer (100 ul) geldst.

3.6.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Als Vorbereitung fiir Western Blots und zur Uberpriifung des Molekulargewichts und der
Reinheit einer Proteinprobe wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt. Dazu wurden 10 pl der zu
untersuchenden Probe mit 10 pl Probenpuffer (2-fach konzentriert) (siehe Tabelle 33) versetzt
und 5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Die Taschen des SDS-Gels (siehe Tabelle 32) wurden mit
10 pl Probe oder 5 pl Proteinmarker beladen. Zuerst wurde die mit Laufpuffer gefillte (siehe
Tabelle 34) Elektrophorese mit 75 Volt (30 min) betrieben, danach mit 150 Volt (60 min),
beziehungsweise bis die Lauffront das Ende des Gels erreichte. Das Sammelgel wurde von
dem Trenngel separiert und verworfen. Fir Western Blots wurde das Protokoll hier beendet.
Fur eine Proteinfarbung des Gels wurde das Trenngel eine Stunde lang mit Coomassie-
Losung (siehe Tabelle 35) gefarbt und danach mit Entfarbeldsung (siehe Tabelle 36) so lange
inkubiert, bis der gewlnschte Entfarbungsgrad erreicht war (einige Stunden). Zur
Aufbewahrung wurde das Gel entweder getrocknet oder in Konservierungslésung gelagert
(siehe Tabelle 37).

Tabelle 32: Zusammensetzung SDS-PAGE 12.5 %. Ausreichend fiir zwei SDS-Gele.

Komponente Trenngel Sammelgel
Acrylamid/ Bisacrylamid 5ml 0.6 ml

APS (10 % w/v) 100 pl 50 pl
TEMED 10 pl 5l
Tris/HCI (1.5 m, pH 8.8) 3 ml (1.5 M; pH 8.8)

Tris/HCI (0.5 M, pH 6.8) 1.125 mi
H20 (reinst) 3.9 ml 2.73 ml
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Tabelle 33: Zusammensetzung Probenpuffer (5-fach konzentriert). DTT wurde getrennt
zubereitet und gelagert.

Komponente Endkonzentration
Tris/HCI (pH 6.8) 0.5 M

SDS 5 % (wiv)
Bromphenolblau 0.5 % (wW/v)
Glycerin 40 % (v/v)

DTT 0.4 M

Tabelle 34: Laufpuffer (10-fach konzentriert) pH ~8.3

Komponente Endkonzentration
Tris 0.25M

Glycin 1.92M

SDS 1 % (wiv)

Tabelle 35: Coomassie-Farbelésung

Komponente Menge
Ethanol 50 % (v/v)
Coomassie Brilliant Blue R (R-250) 0.25 % (wiv)
Essigsaure 5 % (v/v)

Tabelle 36: Entfarbeldsung

Komponente Menge
Ethanol 30 % (v/v)
Essigsaure 10 % (v/v)

Tabelle 37: Konservierungslésung

Komponente Menge
Ethanol 20 % (v/v)
Glycerin 5 % (v/v)
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3.6.5 Western Blot

Zur Verifizierung der erstellten Hefestimme wurden Western Blots nach der Semi-Dry-
Methode angefertigt. Hierbei wird einer zuvor erstelte SDS-PAGE auf eine

Nitrozellulosemembran zwischen zwei Watteschwammen ein elektrisches Feld angelegt.

Kathode
Whatmanpapier
SDS-PAGE

Nitrozellulosemembran

l ‘ Whatmanpapier
Anode

Abbildung 24: Aufbau eines Semi-Dry Western Blots

Dabei werden die Saugpapiere und die Nitrozellulosemembran in Transferpuffer (siehe
Tabelle 38) angefeuchtet bevor sie zusammen gestapelt werden (siehe Abbildung 24). Fir die
Western Blots wurde auch ein vorgefarbter Protein-Marker in der SDS-PAGE verwendet. Der
Blot-Transfer fand bei von der Herstellerfirma vordefinierten Bedingungen statt (30 min, 25V,
1 A). Nach dem Transfer wurden die SDS-PAGE, sowie die Filterpapiere verworfen und die
Blotmembran in Blockierldsung (siehe Tabelle 41) inkubiert (1 h, RT oder 16 h, 4 °C). Hierbei
wird je nachdem ob der folgende Antikdrper monoklonal oder polyklonal ist entschieden, ob
die Blockierldosung mit BSA oder Milchpulver respektive hergestellt wurde. Nach dem
Blockieren wurde die Membran in TBS-T-Puffer gewaschen (3 Mal, je 15 min) (siehe Tabelle
39 und Tabelle 40) und in primarem Antikorper inkubiert (16 h, 4 °C). Danach wurde die
Membran mit TBS-T-Puffer gewaschen (3 Mal, je 15 min). Danach wurde die Membran in
sekundarem Antikorper inkubiert (1 h, RT oder 16 h, 4 °C). Daraufhin wurde die Membran
gewaschen (3 Mal, je 15 min). Zur Erzeugung der Chemilumineszenz wurden eine Luminol-
und eine Wasserstoffperoxid-Losung gemischt (1:1) und auf der Membran verteilt, worauf
diese inkubiert wurde (1 min, RT). Uberschussige Fliissigkeit wurde abdekantiert und die
Lumineszenz wurde mit einer CCD-Kamera aufgenommen. Ldsungen primarer Antikorper

wurden nach Inkubation aufgefangen, gelagert (-20 °C) und bis zu zehn Mal wiederverwendet.

Tabelle 38: Transferpuffer

Komponente Endkonzentration
Ethanol 20 % (v/v)
Trans-Blot Turbo® (5x) 20 % (v/v)
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Tabelle 39: TBS-Puffer (10-fach konzentriert)

Komponente Endkonzentration
Tris/HCI (pH 7.4) 0.1M
NaCl 15M

Tabelle 40: TBS-T-Puffer

Komponente Endkonzentration
TBS (10x) 10 % (v/v)
Tween20 0.1 % (wiv)

Tabelle 41: Blockierl6sung

Komponente Endkonzentration
TBST 100 % (v/v)
Milchpulver oder BSA 5 % (wiv)

Zur Uberpriifung der Beladung kann eine Farbung mit Ponceau S (siehe Tabelle 42)
durchgefuhrt werden. Hierbei wurde die Membran direkt nach dem Transfer in einer Losung
mit Ponceau S inkubiert (5 min). Danach wurde die Membran durch Waschen mit H>O (reinst)

entfarbt. Nach Dokumentation des Gels konnte mit dem Blockieren fortgefahren werden.

Tabelle 42: Ponceau S L6sung

Komponente Endkonzentration
Ponceau S 0.2 % (W/v)
TCA 3 % (wWiv)

3.6.6 Bestimmung der Enzymaktivitéat

Zur Verifizierung der erstellten Hefestamme wurde die Enzymaktivitat von zwei Eisen-
Schwefelproteinen gemessen. Dazu wurden Zellextrakte mit verschiedenen Substraten in
Klvetten gemischt und bei einer festen Wellenlange tber einen Zeitraum in einem Photometer

vermessen. Aus der Anderung der Absorption mit der Zeit (AA/min), dem molaren
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Extinktionskoeffizient des gebildeten Produkts (Isopropylmalat-lIsomerase-Aktivitat) oder
verbrauchten Substrates (Glutamat-Synthase-Aktivitat) bei der verwendeten Wellenlange €, in
(mM?icm?t) und der Masse des Enzyms m in (mg) in der Kivette wurde die

spezifische Aktivitat (U/mg) bestimmt:

AA/ min

U €
ifische Aktivitit (—)z—l l
spezifische ivita mg e V(ml)

3.6.6.1 Herstellung von Zellextrakten

Zellextrakte von S. cerevisiae wurden auf mehrere Arten hergestellt. Zur Messung der Aktivitat
wurde ein nativer Aufschluss nach (Pierik et al., 2009) verwendet. Hierbei wurden 100 ml (SC)
einer Ubernacht-Kultur mit geeigneten Auxotrophiemarkern und Zuckern geerntet, das Pellet
in 10 ml sterilem H,O resuspendiert und in ein 15 ml Reaktionsgefafd tberfihrt. Nach einer
Zentrifugation (5 min, 4 °C, 3000 rpm Eppendorf) wurde das Pellet gewogen und in einem
Volumen frisch zubereitetem TNETG (siehe Tabelle 43) resuspendiert (1 ml TNETG pro
Gramm Nassgewicht der Zellen). Dabei wurde darauf geachtet, dass das Nassgewicht 0,4 bis
0,6 g entspricht. Danach wurden 10 pl einer PMSF-L6sung (200 mM PMSF in Ethanol) und
1 ml Glasperlen hinzugegeben. Das ReaktionsgefaR wurde so umgedreht, dass die
Suspension in den Deckel des Reaktionsgefalies fiel. Danach wurde das Gemisch mit dem
Deckel nach unten drei Mal je eine Minute lang auf hodchster Stufe auf einem
Reagenzglasschiittler geschuttelt. Zwischendurch wurde das Gemisch jeweils eine Minute
lang auf Eis inkubiert. Danach wurde das Reaktionsgefal3 zentrifugiert (5 min, 4 °C, 3000 rpm
Eppendorf) und der Uberstand wurde in ein 1.5 ml ReaktionsgefaRR uberfuhrt, welches
zentrifugiert (10 min, 4 °C, 14000 rpm) wurde. Der Uberstand wurde in ein neues Gefal

Ubertragen, wobei darauf geachtet wurde die oberste Schicht nicht mit zu Gbertragen.

Tabelle 43: TNEG- und TNETG-Puffer. TNETG-Puffer wird durch die Hinzugabe von
Triton X-100 (0.5 % v/v) zu TNEG-Puffer erhalten.

Komponente Endkonzentration
Tris/HCI (pH 7.4) 10 mM

EDTA (pH 7.4) 2.5 mM

NacCl 150 mM

Glyzerin 10 % (v/v)
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3.6.5.2 Messung der Isopropylmalat-lsomerase-spezifischen (Leul) Aktivitat

Die Zellextrakte wurden gemaf Tabelle 45 gemischt und in einem Photometer in einer UV-
Kivette bei A =235 nm eine Minute lang gemessen. Der Hintergrund wurde vermessen, indem
die Messung ohne 3-Isopropylmalat durchgefiihrt wurde. Die Aktivitdtsmessungen wurden
stets bei 25 °C durchgefihrt. Der Extinktionskoeffizient des Produktes ist 4.35 mM* cm?
(Pierik et al., 2009).

Tabelle 44: Leul-Puffer

Komponente Endkonzentration
Tris/HCI (pH 7.4) 20 mM
NaCl 50 mM

Tabelle 45: Leul-Aktivitatsassay

Komponente Endkonzentration
Leul-Puffer (siehe Tabelle 44) 980 — X pl
3-Isopropylmalat (10 mM) 20 ul

Zellextrakt X ul (1-10 pl typisch)

3.6.6.3 Messung der Glutamat-Synthase-spezifischen (Glt1) Aktivitat

Tabelle 46: Glt1-Aktivitatsassay

Komponente Endkonzentration
NADH (10 mM) 8 ul

a-Ketoglutarat (0.5 M) 16 pl

L-Glutamin (0.1 M in 0.1 M KP;) 80 ul

KPi-Puffer (0.1 M, pH 7.8) 696 — X ul
Zellextrakt X ul (2-20 pl typisch)

Die Zellextrakte wurden gemaf Tabelle 46 gemischt und in einem Photometer bei A = 340 nm
eine Minute lang gemessen. Dabei ist darauf zu achten, dass die Lésung von L-Glutamin frisch
anzusetzen ist. Als Hintergrundmessung wurde eine identische Probe vorbereitet und 16 pl

Puffer wurden durch L-Azaserin (4 mM) ersetzt. Die Aktivititsmessungen wurden stets bei
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25 °C durchgefuihrt. Der Extinktionskoeffizient von NADH ist 6.22 mM™? cm™. Die Methode
wurde fir die aufgereinigte Glutamat-Synthase etabliert (Roon et al., 1974).

3.6.6.4 Bestimmung kinetischer Parameter von Enzymaktivitaten

Aus der Division der gemessenen Werten der Absorptionsanderung pro Minute und dem
Extinktionskoeffizienten wurde die Enzymaktivitat [U] bestimmt. Die Division der
Enzymaktivitdt durch die gemessene Proteinkonzentration erlaubte die Bestimmung der
spezifischen Aktivitat [U*mg]. Variiert man hierbei die Substratkonzentration, so wurde aus
diesen Werten ein Diagramm erzeugt, auf dem die Umsatzgeschwindigkeit gegen die
Substratkonzentration aufgetragen wurde. Diese Werte entsprechen einer Sattigungskurve,
wobei der Y-Wert der Asymptote Vmax entspricht und die Konzentration der X-Achse bei

X = % dem Ky-Wert entspricht. Die Temperatur bei den Versuchen wurde konstant auf
Raumtemperatur (25 °C) gehalten um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Eine Variation

des pH-Wertes anstatt der Substratkonzentration erlaubt eine Bestimmung des pH-Optimums.

7 3

1 - V nax

Umsatzgeschwindigkeit

Substratkonzentration

Abbildung 25: Michaelis-Menten-Diagramm. Gezeigt ist ein Michaelis-Menten-Diagramm,
bei dem die Umsatzgeschwindigkeit v gegen die Substratkonzentration [S] aufgetragen wurde.
Zudem wurde die Asymptote Vmax €ingezeichnet sowie die graphische Bestimmung des Ku-
Wertes.

Waren die Messwerte weit von Vmax entfernt, so wurde statt eines Michaelis-Menten-
Diagramms ein Lineweaver-Burk Diagramm erstellt. Hier wurden die Messwerte als Kehrwerte
der Enzymgeschwindigkeit v gegen die Kehrwerte der Substratkonzentration [S] aufgetragen.
Dadurch kann Vmax als der Kehrwert des Schnittpunktes der Ausgleichgeraden mit der Y-Achse
berechnet werden sowie der Kuw Wert als negativer Kehrwert des Schnittpunktes der
Ausgleichsgeraden mit der X-Achse.
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3.7 Massenspektrometrie

3.7.1 Anzucht der galaktoseregulierbaren Hefestamme fir MS

Die Flussigkulturen des Wildtyps und der Mutanten wurden immer nach demselben Ablauf
kultiviert. Dabei wurden die Hefestamme aus dem Glyzerinstock auf YP-Galaktose Agarplatten
ausgestrichen und inkubiert (2 Tage, 30 °C). Danach wurde von einer Agarplatte 25 ml
Flissigkultur mit Minimalmedium (SC) mit Galaktose als Zucker inokuliert und schuttelnd
inkubiert (24 h, 30 °C, 150 rpm). Danach wurde photometrisch die optische Dichte bei 600 nm
bestimmt und so viel der Flussigkultur in ein Reaktionsgefal3 tberfuhrt, dass damit 100 ml
Flussigkultur auf eine ODsoo = 0.1 eingestellt wurde. Die Probe wurde zentrifugiert (5 min, RT,
3000 rpm Eppendorf). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 10 ml sterilem
H.O (reinst) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, RT, 3000 rom Eppendorf)
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet zur Inokulierung einer neuen Flussigkultur mit
Galaktose als Zucker verwendet. Diese wurde schittelnd inkubiert (16/24 h, 30 °C) und
entweder nach 16 Stunden (bei Doppelmutanten) geerntet, oder nach 24 Stunden zur
Inokulierung einer weiteren Flussigkultur mit Galaktose als Zucker verwendet (alle weiteren
Mutanten). Das Ernten der Flussigkulturen wurde durch Zentrifugation (5 min, RT, 3000 rpm
Eppendorf), Verwerfen des Uberstands und Resuspension in sterilem H,O (reinst) erreicht.
Danach wurden die Proben wieder zentrifugiert (5 min, RT, 3000 rpm Eppendorf) und der
Uberstand verworfen. Falls die Zellen nicht sofort verwendet wurden, wurden die Zellpellets

mit Hilfe von flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert.

3.7.2 Anzucht der eisendepletierten Hefestamme fir MS

Fur die Experimente wurden neben CIlA-depletierten Hefestdmmen auch eisendepletierte
Hefestamme geziichtet. Dabei wurde die gefrorene Glyzerinkultur auf einer YP-Glukose-
Agarplatte ausgestrichen und inkubiert (2 Tage, 30 °C). Daraufhin wurde eine Flissigkultur
inokuliert und schuttelnd inkubiert (24h, 30 °C, 150 rpm). Danach wurden Erlenmeyerkolben
ein Mal mit HNO3 (1 % v/v) und zwei Mal mit H>O (reinst) gewaschen um restliche Eisenionen,
welche an der Glaswand adsorbiert sind zu entfernen. Die praparierten Erlenmeyerkolben
wurden durch Hitze sterilisiert. Danach wurde die optische Dichte der Ubernachtkultur
bestimmt und neues Flissigmedium in den sauregewaschenen Erlenmeyerkolben auf
ODegoo = 0.1 inokuliert und schittelnd inkubiert (24 h, 30 °C, 150 rpm). Danach wurde erneut

Flissigmedium in sauregewaschenen, sterilisierten Erlenmeyerkolben auf ODegg = 0.1
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inokuliert. Es wurde mit FeCls-Losung supplementiert, sodass verschiedene Eisen-
Endkonzentrationen erreicht werden konnten (0 uM, 0.2 uM, 0.8 uM), wobei der letzte Wert
ungefahr der Eisenkonzentration des normalen Minimalmediums entsprach. Die
Flussigkulturen wurden schiittelnd inkubiert (24 h, 30 °C, 150 rpm). Danach wurde erneut
Flissigmedium in sauregewaschenen, sterilisierten Erlenmeyerkolben auf ODegg = 0.1
inokuliert, mit FeCls-Lésung supplementiert und schittelnd inkubiert (16 h, 30 °C, 150 rpm).
Danach wurden die Flissigkulturen mittels Zentrifugation (5 min, RT, 3000 rpm Eppendorf)
geerntet. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet wurde in sterilem H,O (reinst) gewaschen
und nach Zentrifugation (5 min, RT, 3000 rpm Eppendorf) und Verwerfen des Uberstands in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert.

3.7.3 Vorbereitung der Proben fir die Massenspektrometrie (label-free)

Tabelle 47: Lysepuffer

Komponente Endkonzentration
Guanidinhydrochlorid 4 M
Tris(2-carboxyethyl)phosphin 10 mM
2-Chloracetamid 40 mM

Tris/HCI (pH 8.5) 100 mM

Tabelle 48: LT-Puffer (MS-Grade)

Komponente Endkonzentration
ACN (Acetonitril) 10 % (v/v)
Tris/HCI pH 8.5 25 mM

Tabelle 49: A/A*-Puffer (MS-Grade)

Komponente Endkonzentration
Ameisensaure 0.09 % (v/v)

ACN 0.2 % (vIv)

TFA 0.01 % (v/v)

Die Proben wurden nach dem Protokoll von Kulak et al. angefertigt (Kulak et al., 2014). Dabei
wurde zuerst ein Volumen Hefeflissigkultur geerntet, welches 10 ml mit einer ODeggo= 1
entspricht. Das durch Zentrifugation (5 min, RT, 5000 rpm Eppendorf) erhaltene Pellet wurde
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in 400 pl Lysepuffer (Tabelle 47) gel6st. Die Proben wurden denaturiert (95 °C, 10 min) und
ab hier bis zum Verdau auf Eis gelagert. Es wurden Glasperlen (200 ul, @ 1mm) hinzugegeben.
Danach wurden die Zellen in Reagiergefa3en mit Schraubdeckel schiitteind aufgeschlossen
(FastPrep®, 4 °C, 3x 20 s, je 120 s Pause, Geschwindigkeit 6). Danach wurde das Extrakt
zentrifugiert (10 min, 4 °C, 13000 rpm). Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde
daraufhin die BCA-Methode verwendet, da diese keine stérenden Nebenreaktionen mit dem
Lysepuffer eingeht. Es wurden 36 g Protein in 85 pl LT-Puffer (Tabelle 48) gegeben. Dabei
wurde das Volumen des LT-Puffers so gewahlt, dass maximal 10 % des Endvolumens durch
Lysepuffer dargestellt wurde. Danach wurden Trypsin und Lys-C (je 1.44 ul einer 0.5 pg/ul
Lésung in LT-Puffer) hinzugegeben und das Gemisch inkubiert (16 h, 37 °C). Danach wurde
erneut Trypsin (0.5 pl) hinzugegeben und das Gemisch inkubiert (30 min, 37 °C). Daraufhin

wurde das Gemisch mit so viel TFA (10 % v/v) versetzt, bis der pH-Wert niedriger als 2 war.

Zur Aufreinigung der Peptide wurde eine SDB-RPS-stage-tip-Aufreinigung durchgefihrt,
wobei das Saulenmaterial in einer Pipettenspitze angebracht wurde, wobei eine Beladung Gber
das breite Ende der Spitzen erfolgte. Zwischen jeder Auftragung einer Lésung wurden die
stage-tips zentrifugiert. Zuerst wurde ACN (100 pl) auf das Saulenmaterial gegeben. Daraufhin
wurde die Saule equilibriert (100 pl, 30 % Methanol, 1 % TFA) und gewaschen (100 pl,
0.2 % TFA). Danach wurde die Probe (<100 ul) aufgetragen, gefolgt von einem weiteren
Waschschritt (100 pl, 0.2 % TFA). Danach wurde die Probe in kleine ReagiergefalRe eluiert
(60 ul, 5% Ammoniak, 80 % ACN). Eine Zusammenfassung der stage-tip-Aufreinigung ist

Tabelle 50 zu entnehmen. Die Prozentangaben beziehen sich auf eine wassrige Losung.

Tabelle 50: Schritte und Reagenzien der SDB-RPS-stage-tip-Aufreinigung

1. Aktivierung (100 pl) 2. Equilibrierung (100 pl) 3. Waschen 1 (100 pl)
MeOH (30 % v/v)

ACN TFA (0.2 % viv)
TFA (1 % viv)

4. Beladung (<100 pl) 5. Waschen 2 (100 pl) 6. Elution (60 ul)

NHs (5 % v/v)

Probe TFA (0.2 % viv)
ACN (80 % v/v)

Nach der Elution wurden die Proben mittels Speedvac eingeengt, sodass kein Losungsmittel
mehr vorhanden war. Dabei wurde zuerst bei 45 °C und 110 mbar fur 5 min, dann 35 mbar fur
5 min und schlie3lich 7 mbar bis zum Verdampfen zentrifugiert. Die Proben wurden in A/A*-

Puffer (10 ul) (Tabelle 49) resuspendiert und in einem Wasserbad sonifiziert.
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3.7.4 Vorbereitung der Proben fir die Messung der reaktiven Cysteine

Um den Unterschied der Reaktivitat von Cysteinen in Proteinen zwischen verschiedenen
Proben zu sehen wurden diese Proben mit einem Reagenz mit verschiedenen
isotopenmarkierten Reagenzien vermischt, welche mit ungebundenen Cysteinresten
reagieren. Dabei wurde die Clickchemie genutzt um ein an die Cysteinreste bindendes Alkin
an die isotopenmarkierten IsoDTB-Tags zu binden. Hierbei wird durch Kupfer die Addition von
Azid und Alkin katalysiert. Die Vorbereitung der Proben wurde aufgrund der L&ange des
Protokolls auf mehrere Tage aufgeteilt. Das Protokoll beruht auf der Arbeit von (Zanon et al.,

2020), in der ein neuartiger kurzer isotopenmarkierter ,tag“ entwickelt wurde:

Qo e}
H H H
N J\/N N
HN H >,’ZO
o (o} NH
NH;

Abbildung 26: Isodesthiobiotin (IsoDTB). Gezeigt ist ein Desthiobiotinderivat, welches an 6
Atomen Isotopenspezifisch synthetisiert wurde (rosa Kreise). Dabei wurden entweder *2C und
14N (,leicht*) oder *C und N (,schwer®) zur Synthese verwendet.

Tabelle 51: Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)

Komponente Endkonzentration
KPipH 7.4 12 mM

NaCl 137 mM

KCI 2.7 mM

Tabelle 52: Click-Losung

Komponente Menge (pro 120 ul Reaktionsansatz)
TBTA (1.7 mM, in DMSO/tBuOH 1:4) 60 ul
CuS04-5H,0 (50 mM) 20 pl
TCEP (50 mM) 20
Iso-Desthiobiotin (5 mM, in DMSO) 20 pl

80



A =/ tag
Wildtyp @@ g O : 52\\ \é) N.—_-—<GTE) 1) CUAAC
o i Sala- T pame d
z \[o(\l M isoDTB tags fqg‘)
5) % & IA-alkyne Q@ Q) & ‘51; Eligteest -
Narl] @ @ - ¢ © = .’ 6)LC-MSMS  —
& G & G{ Light < Reactivity ratio

tag

Abbildung 27: Probenvorbereitung zur Messung reaktiver Cysteine. Gezeigt ist ein
Uberblick des Ablaufs der Probenvorbereitung und Messung reaktiver Cysteine in einem CIA-
Depletionsstamm (abge&ndert nach Zanon et al., 2020)

Tag 1:

Es wurden Zellextrakte erzeugt und deren Proteinkonzentration bestimmt. Daraufhin wurden
Zellextrakt-Proben normalisiert, sodass die Proben einem Volumen von 1 ml mit einer
Proteinkonzentration von 1 mg/ml entsprachen. Danach wurden 20 pl lodacetamid-Alkin
(50 mM in DMSO) hinzugegeben und das Gemisch rotierend inkubiert (60 min, 4 °C). Danach
wurden die Proben mittels Zeba Spin aufgereinigt (siehe 3.5.7 Zeba Spin Aufreinigung). Die
Proben wurden mit 120 ul Click-Lésung mit leichten oder schweren Desthiobiotin-Isotopen
(Iso-DTB) versetzt und inkubiert (60 min, RT). Dabei wurde dem Wildtyp das schwere Isotop
und der Narl-Depletionsmutante das leichte Isotop zugeordnet. Die zusammengehdrigen
Proben mit verschiedenen Isotopen wurden in 8 ml kaltem Aceton vereinigt und inkubiert (16 h,
-20 °C).

Tag 2:

Die Proben wurden in einem Ausschwingrotor zentrifugiert (10 min, RT, 3500 rpm Eppendorf).
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde zwei Mal mit 1000 pul Methanol
gewaschen und zwischendurch mittels Sonifizierung (20 s Zyklus, 3 Zyklen, 100 %)
resuspendiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 300 ul Harnstofflosung (8 M)
mit 0.1 M Triethylammoniumbicarbonat (TEAB) durch Sonifizierung (20 s Zyklus, 3 Zyklen,
100 %) resuspendiert. Danach wurden 900 pl TEAB (0.1 M) hinzugegeben. Daraufhin wurden
50 ul Streptavidin-Saulenmaterial pro Probe vorbereitet. Dazu wurde dieses drei Mal
gewaschen (0.2 % v/v NP40, in PBS), zentrifugiert (3 min, RT, 1000 rpm Eppendorf) und in
1200 pl (0.2 % v/v NP40, in PBS) resuspendiert. Pro Probe wurde das Saulenmaterial in zwei
LoBind®-Reaktionsgefale aufgeteilt und mit jeweils der Halfte der Probe versetzt. Danach
wurden die Proben rotierend inkubiert (60 min, RT) und zentrifugiert (3 min, RT, 1000 rpm
Eppendorf). Der Uberstand wurde entfernt und das Saulenmaterial in 600 pl Puffer (0.1 % v/v
NP40, in PBS) resuspendiert und in leere Saulen uUberfihrt und in mehreren Schritten
gewaschen: zwei Mal mit je 600 pl (0.1 % v/v NP40, in PBS), dann drei Mal mit je 600 ul (PBS)
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und drei Mal mit je 600 pl (H2O reinst). Danach wurde das S&aulenmaterial in 600 pl
Harnstofflosung (8 M CH4N20, 0.1 M TEAB) resuspendiert, in LoBind®-Reaktionsgefalie
uberfihrt und zentrifugiert (3 min, RT, 1000 rpm Eppendorf). Der Uberstand wurde verworfen
und das Saulenmaterial in 300 pl Harnstofflosung resuspendiert. Danach wurden 6 pl DTT
(0.5 M) hinzugegeben und die Proben rotierend inkubiert (45 min, 37 °C). Es wurden 15 pl
lodacetamid (74 mg/ml in DMSO) hinzugegeben und rotierend inkubiert (30 min, 25 °C).
Danach wurden 6 ul DTT (0.5 M) hinzugegeben und rotierend inkubiert (30 min, 25 °C). Es
wurden 900 ul TEAB (0.1 M) hinzugegeben und zentrifugiert (3 min, RT, 1000 rpm Eppendorf).
Der Uberstand wurde verworfen und das Saulenmaterial wurde in 200 pl Harnstofflosung (2 M
CH4N20, 0.1 M TEAB) resuspendiert. Danach wurden 4 pl Trypsin (0.5 mg/ml) hinzugegeben
und rotierend inkubiert (16 h, 37 °C).

Tag 3:

Den an das Saulenmaterial gebundenen Proben wurde 400 pl (0.1 % v/v NP40, in PBS)
hinzugefiigt und es wurde in leere Saulen Ubertragen. Danach wurden die Proben mehrfach
gewaschen, wobei ab dem zweiten Waschschritt alle Reagenzien geeignet fir
Massenspektrometrie (MS-Grade) sein missen: drei Mal mit 600 ul (0.1 % v/iv NP40, in PBS),
drei Mal in 600 pl (PBS) und drei Mal in 600 pl (H2O reinst). Danach wurden die Proben mit
200 pl Elutionspuffer (50 % ACN v/v, 0.1 % v/v TFA) in LoBind®-Reagiergefalie eluiert ohne
zu zentrifugieren. Dieser Schritt wurde zwei Mal mit je 100 pl Elutionspuffer wiederholt.
Daraufhin wurden die Saulen zentrifugiert (3 min, RT, 3000 rpm Eppendorf) um das restliche
Eluat zu gewinnen. Die eluierten Proben wurden mittels Speedvac solange eingeengt bis das
Losungsmittel ganzlich evaporierte. Das Pellet wurde in 30 pl (0.1 % v/v TFA) durch

Sonifikation in einem Wasserbad gel6st.

3.7.5 Analyse der Daten der Cysteinreaktivitat

Die erhaltenen Daten wurden zur Vorbereitung fir die Analyse nutzbar gemacht. Dazu wurden
die Rohdaten nach der Verarbeitung mit MaxQuant zuerst auf Basis zwei logarithmiert. Dann
wurde innerhalb jeden Replikats der Median der Verhdaltnisse der Isotope aller Peptide mit dem
gleichen modifizierten Cystein gebildet. Danach wurde der Mittelwert der Replikate gebildet,
wobei das modifizierte Peptid zumindest in zwei Replikaten quantifiziert werden muss. Diese
Analyse erlaubt es, Aussagen Uber das Gesamtverhaltnis der zwei Isotopen zu machen, was
entweder in sich selbst Informationen birgt, oder zur Normalisierung der Proben genutzt

werden kann.
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3.7.6 Massenspektrometrie

Abgesehen von den Messungen der Cysteinreaktivitat wurden alle durchgefiihrten
massenspektrometrischen Messungen im Tandem-Verfahren nativ gemessen, wobei die
Peptide unmodifiziert identifiziert werden konnten. Eine Testreihe Dbeinhaltete
isobarenmarkierte Peptide zur Bestimmung der Cysteinreaktivitat in einer CIA-
Depletionsmutante. Vor der massenspektrometrischen Messung wurden alle Proben zuerst
Uber eine Flissigchromatographiesaule getrennt und danach mit Hilfe von Nanospray ionisiert.
Die Aufspaltung der lonen erfolgte nach der Quadrupol-Methode und die Identifikation wurde
mittels Orbitrap gestaltet.

3.8 Verwendete Hefestdmme

Im Verlauf dieser Arbeit wurden die meisten Hefestamme hergestellt, wobei einige bereits zur

Verfligung standen.

Tabelle 53: In dieser Arbeit verwendete CIA-Depletionsstamme. Gezeigt sind die in dieser
Arbeit verwendeten Hefestamme, sowie deren Genotyp, Herkunft und Sequenzierungsdateien
(falls vorhanden). Zusétzlich ist der Genotyp des urspriinglichen Hefestammes gezeigt. Die
Selektion von Mutanten erfolgt Uber die Resistenz, wobei kanMX4 eine Resistenz gegen
Geneticin vermittelt, wahrend natNT2 eine Resistenz gegen Nourseothricin vermittelt
(Sequenzierungen: Rohdaten 70).

Name Genotyp Zuerst beschrieben Sequenzierung

Wildtyp-Stamm
MATa {leu2-3,112 trp1-1 .
W303-1A _ (Mortimer & Johnston,
ura3-1 ade2-1 his3-11,15}

1986)
PMET18::natNT2-pGALL-
GalL-3HA-Met18 (Netz et al., 2010) -
3HA
) pCIALl::natNT2-pGALL-
GalL-3HA-Cial (Netz et al., 2010) -
3HA
pCFD1:: natNT2-pGALL-
GalL-3HA-Cfd1 3HA (Netz et al., 2012) -

(Hausmann et al.,
Gal1-10-Nbp35 pNBP35:: HIS3-pGAL1-10 2005) -

pNBP35:: kanMX4-

GalL-3HA-Nbp35 Diese Arbeit DIV350
pGALL-3HA
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GalL-3HA-Nbp35/

GalL-3HA-Cfd1

GalL-Tah18

GalL-3HA-Dre2

GalL-3HA-Tah18

GalL-3HA-Tah18/
GalL-3HA-Dre2

GalL-3HA-Cia2

GalL-3HA-Narl

AGrx4
AGrx3

AGrx4/ GalL-
3HA-Grx3

AGrx3/ GalL-
3HA-Grx4

GalL-3HA-Ltol

GalL-3HA-Yael

GalL-3HA-Ltol/
GalL-3HA-Yael

pNBP35:: kanMX4-
pPpGALL-3HA pCFD1::
natNT2-pGALL-3HA

PTAH18:: natNT2-pGALL

pDRE2::KANMX4-pGALL-
3HA

pTAH18::KANMX4-
PGALL-3HA
pTAH18::KANMX4-
pGALL-3HA
pDRE2::natNT2-pGALL-
3HA
pCIA2::natNT2-pGALL-
3HA
PNAR1::natNT2-pGALL-
3HA

grx4::KANMX4
grx3::KANMX4
grx4::KANMX4
pPGRX3::natNT2-pGALL-
3HA

grx3::KANMX4
PGRX4::natNT2-pGALL-
3HA

W303-1A,
pLTOL1::natNT2-pGALL-
3HA
pPpYAEL1::natNT2-pGALL-
3HA
pLTOL1::natNT2-pGALL-
3HA pYAE1::KANMX4-
pGALL-3HA

Diese Arbeit

Bachelorarbeit

K. Krotz 2020

Bachelorarbeit
K. Krotz 2020

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

DIV359

Siehe Arbeit

Siehe Arbeit

DIV351

DIV360

AJP2125

AJP2128

DIV390
AJP2130

DIv426

DIV339

AJP2127

AJP2126

DIV522
DIV523
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4. Ergebnisse

4.1 Herstellung der galaktoseregulierbaren Hefestamme

4.1.1 Ubersicht der Hefestamme

Fiur die folgenden Experimente wurden Galaktose-regulierbare Hefestamme bendtigt. In
folgender Tabelle sind die Mutanten aufgelistet. Die Regulierbarkeit ist hierbei Uber den GalL-
Promotor gegeben, einer schwacheren Version des GAL-Promotors. Um die Nachweisbarkeit
der Proteine mittels Western-Blots zu gewahrleisten wurde zudem, falls mdglich, ein
N-terminaler Hamagglutinin-Tag introduziert. Durch die Modularitat dieses Ansatzes konnten
jeweils drei verschiedene Konstrukte pro Resistenzgen erzeugt werden. Ein
promotorreguliertes Konstrukt ohne Tag, Eines mit Tag und eine Deletionsvariante (siehe
Abbildung 28). Zudem wurde ein Hefestamm benétigt, in welchem das Gen GLT1 deletiert

wurde. Die als DNA-Vorlage verwendeten Plasmide wurden in Kapitel 3.1.5 beschrieben.

[P [ malND2 [ Ty | Gal [
[ P [ maNT2 [ Tg [ Gal [ 30a [0S
eRY  r | natNT2 | Ty [IGR |
[P [V car [0
[Py GV car [ 3ua I

PTEF

Abbildung 28: Schematische Darstellung der verschiedenen Gen-Loci in den
verwendeten Hefestammen. Gezeigt ist ein Schema der genomisch inserierten DNA-
Sequenzen. Dabei gibt es vier verschiedene Konstrukte, welche sich in Selektionsmarker
(grin) und Vorhandensein von HA-Tag unterscheiden. Eine Deletion ist durch Ersetzen des
Gens mittels Resistenz mdglich. P: Promotor, T: Terminator, 3HA: dreifacher Hamagglutintag,
IGR: Inter-Gen-Region. Das Schema reprasentiert die Lange der gezeigten DNA-Sequenzen.
Die variablen Grof3en der fur das Protein von Interesse kodierenden Region in Grau wurde
durch unterbrochene Balken angedeutet.
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4.1.2 PCR der zur Rekombination benétigten Genkassetten

Die fur die homologe Rekombination benétigte DNA wurde mittels PCR ampilifiziert. Dabei
wurden Kassetten von Plasmiden amplifiziert, welche einen Selektionsmarker, einen GalL-
Promotor, sowie falls zutreffend einen HA-Tag kodieren. Eine Agarosegelelektrophorese
erlaubt die Abschéatzung der GroRe der amplifizierten DNA-Sequenz. Dabei wurde jedes Mal
ein analytisches Gel zur Uberprufung und ein praparatives Gel zur Aufreinigung verwendet.
Eine direkte Aufreinigung des PCR-Ansatzes ohne Gelelektrophorese fiuhrte nicht zu
erfolgreichen homologen Rekombinationen aufgrund des Vorhandenseins von ungewollten

Amplifikaten, sowie kleinen Mengen Plasmid und Primern.
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Abbildung 29: Agarosegel der PCR-Produkte fiir die homologe Rekombination. Gezeigt
sind beispielhafte analytische Agarosegele (1%), welche zur Analyse der PCR-Produkte
verwendet wurden. Zu erkennen ist, dass beide PCR-Produkte ahnlich weit durch das Gel
translokieren wie die 2000 Bp-Bande des Markers, wobei das Produkt ohne 3HA-Tag die
geringere Zahl an Basenpaaren der beiden PCR-Produkte aufweist. (A) Dieser PCR-Ansatz
wurde verwendet um GalL-3HA-Cia2 und GalL-Cia2 Mutanten herzustellen (Rohdaten 1). (B)
Dieser Ansatz wurde zur Deletion von Gltl verwendet (Rohdaten 2). Berechnete Gr63en sind
angedeutet.
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4.2 Verifizierung der Hefestdmme

4.2.1 Gelelektrophoretische Verifizierung inserierten DNA

Die durch homologe Rekombination, wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben, erzeugten Hefestamme
wurden auf Erfolg der Rekombination untersucht. Dazu wurde zuerst eine PCR der
genomischen DNA mit Hilfe von Primern, welche kurz vor und hinter der inserierten DNA-
Sequenz binden, durchgefiihrt und auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe Abbildung 31, 32
und 33).

PCR ohne . 533pp
Insert (W303) :

CIA2 Lokus auf

LSM12 CI42
Chromosom VIII - s -
PCR mit Ei.ﬂl_pmm_fm' /’/ 2477bp \\\
GalL-HA-Cia2 | p - ——
H R ~ Cia2_rev
sz > S 0 e S
ADHI GalL

TEFI prom. N
Ashbya NATI Streptomyces term. prom.

gossypii noursei Saccharomyces
) cerevisiae

Abbildung 30: Schema einer homologen Rekombination und Uberprifung mit PCR.
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Abbildung 31: Gelelektrophorese der PCR-Produkte mit genomischer DNA der
Mutanten. Gezeigt ist ein Agarosegel auf welches die PCR-Produkte auftrennt, welche durch
Amplifikation genomischer DNA mit Hilfe von Primern vor und hinter der inserierten DNA
erstellt wurden. Berechnete Grél3en sind angedeutet. Markierte Stdmme wurden fir MS-
Experimente verwendet @ (Rohdaten 3, 4, 5, 25, 26).
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Abbildung 32: Gelelektrophorese der PCR-Fragmente mit genomischer DNA der
Mutanten. Gezeigt ist ein Agarosegel auf welches die PCR-Produkte auftrennt, welche durch
Amplifikation genomischer DNA mit Hilfe von Primern vor und hinter der inserierten DNA
erstellt wurden (Rohdaten 3, 4, 5, 25, 26). Berechnete Gréf3en sind angedeutet. Markierte
Stamme wurden fur MS-Experimente verwendet ©,
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Abbildung 33: Gelelektrophorese der PCR-Fragmente mit genomischer DNA weiterer
Mutanten. Gezeigt ist ein Agarosegel auf welches die PCR-Produkte auftrennt, welche durch
Amplifikation genomischer DNA mit Hilfe von Primern vor und hinter der inserierten DNA
erstellt wurden. Berechnete Grél3en sind angedeutet. Markierte Stdmme wurden fir MS-
Experimente verwendet @ (Rohdaten 27, 28, 29, 30).
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Positive PCR-Ansatze wurden daraufhin mittels praparativen Gels aufgereinigt und
sequenziert (sieche Anhang Kapitel 8.10). Die Sequenzierungen konnten belegen, dass alle
verwendeten Hefestamme die gewollten Mutationen aufwiesen, ohne dass dabei
Leserasterverschiebungen oder ungewollte Deletionen im Gen von Interesse entstanden. Die

Herstellung der Stamme wurde somit erfolgreich abgeschlossen.

4.2.2 Western Blot zur Verifizierung der CIA-Depletion von MS-Proben

Western Blots erlauben eine semi-quantitative Aussage Uber die Menge des vorhandenen
Proteins im Zellextrakt und wurde deshalb genutzt um die Effizienz der Regulation durch den
GAL-Promotor zu Uberprifen. Durch die Nutzung von Proben aus denselben Kulturen wie flr
die Massenspektrometrie wurden sowohl die Hefestdmme, als auch die spezifischen Proben

fur die folgende massenspektrometrische Untersuchung verifiziert.

GalL-3HA- GalL-3HA-
Dre2/ Cfd1/ GalL-3HA-
GalL-3HA- GalL-3HA- Tah18
Tah18 Nbp35

Gal Glu Gal Glu Gal Glu

kDa

250 ——

0| —— - == *  3HA-Tahl8
Y—

| — 3HA-Dre2

> c— - 3HA-Nbp35
P — - 3HA-Cfdl

3y — -

260 ——

Abbildung 34: Western Blot fur die Analyse der Depletion von Tah18, Dre2, Nbp35 und
Cfd1. Gezeigt ist ein Western Blot mit mittels Rédel-Methode aufgeschlossenen Hefezellen.
Dabei wurden abwechselnd Zellextrakte aus Anzucht mit Galaktose und Glukose im Medium
(Gal und Glu) aufgetragen. Von oben nach unten: 3HA-Tah18 (77.8 kDa), 3HA-Dre2 (44.0
kDa), 3HA-Nbp35 (40.7 kDa), 3HA-Cfd1 (37.4 kDa). Unspezifische Banden wurden markiert
(*). Die Membran wurde mit einem Anti-HA-Antikorper inkubiert und 10 min lang wurde die
Lumineszenz detektiert (Rohdaten 10, 11).
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Abbildung 35: Western Blot fur die Analyse der Depletion von Narl und Dre2. Gezeigt ist
ein Western Blot mit mittels Rodel-Methode aufgeschlossenen Hefezellen. Dabei wurden
abwechselnd Zellextrakte aus Anzucht mit Galaktose und Glukose im Medium (Gal und Glu)
aufgetragen. Markierungen: 3HA-Narl (59.5 kDa), 3HA-Dre2 (44.0 kDa). Unspezifische
Banden wurden markiert (*). Die Detektion von Narl ist unsicher (?). Die Membran wurde mit
einem Anti-HA-Antikérper inkubiert und 4 min lang wurde die Lumineszenz detektiert
(Rohdaten 20, 21).

GalL- GalL-
3HA- 3HA-
W303 Metl18 Cial

Gal Glu Gal Glu Gal Glu

a
250 ——

130 —— —3HA-Met18

95 —
7 —

55

a3 — —3HA-Cial

260 ——
17 —
1 —

Abbildung 36: Western Blot fur die Analyse der Depletion von Met18 und Cial. Gezeigt
ist ein Western Blot mit mittels Rédel-Methode aufgeschlossenen Hefezellen. Dabei wurden
abwechselnd Zellextrakte aus Anzucht mit Galaktose und Glukose im Medium (Gal und Glu)
aufgetragen. Von oben nach unten: 3HA-Metl8 (123.3 kDa), 3HA-Cial (42.7 kDa). Die
Membran wurde mit einem Anti-HA-Antikdrper inkubiert und 2 min lang wurde die
Lumineszenz detektiert (Rohdaten 12, 13).
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Nbp35 Yael
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Abbildung 37: Western Blot fur die Analyse der Depletion von Nbp35 und Yael. Gezeigt
ist ein Western Blot mit mittels Rédel-Methode aufgeschlossenen Hefezellen. Dabei wurden
abwechselnd Zellextrakte aus Anzucht mit Galaktose und Glukose im Medium (Gal und Glu)
aufgetragen. Von oben nach unten: 3HA-Nbp35 (40.7 kDa), 3HA-Yael (21.5 kDa). Die
Membran wurde mit einem Anti-HA-Antikdrper inkubiert und 11 min lang wurde die
Lumineszenz detektiert (Rohdaten 14, 15).

GalL-3HA- GalL-3HA-
Cfd1 Cia2
kDa Gal Glu kDa Gal Glu
250 —— 250 —— .
95 —— 95 ——
72— 7 —
55 55 ——
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——3HA-Cia2

34 Y J—
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17 — 17
10 0 —

Abbildung 38: Western Blot fur die Analyse der Depletion von Cfd1 und Cia2. Gezeigt ist
ein Western Blot mit mittels Rddel-Methode aufgeschlossenen Hefezellen. Dabei wurden
abwechselnd Zellextrakte aus Anzucht mit Galaktose und Glukose im Medium (Gal und Glu)
aufgetragen. Markierung: 3HA-Cfd1 (37.4 kDa) und 3HA-Cia2 (31.5 kDa). Die Membran wurde
mit einem Anti-HA-Antikorper inkubiert und 4 min lang wurde die Lumineszenz detektiert
(Rohdaten 16, 17).
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Abbildung 39: Western Blot fir die Analyse der Depletion von Grx3 und Grx4. Gezeigt
sind zwei Western Blots mit mittels Rodel-Methode aufgeschlossenen Hefezellen. Dabei
wurden abwechselnd Zellextrakte aus Anzucht mit Galaktose und Glukose im Medium (Gal
und Glu) aufgetragen. Links gezeigt wurde ein Western Blot mit 3HA-Grx3 (33.5 kDa). Die
Membran wurde mit einem Anti-HA-Antikérper inkubiert und 3 min lang beleuchtet (Rohdaten
Praktikumsbericht Stalp 2022). Rechts ist ein Western Blot mit 3HA-Grx4 zu sehen,
(32.5 kDa). Unspezifische oder durch Abbau entstandene Banden wurden markiert (*). Die
Detektion von Grx3 ist unsicher (?). Die Membran wurde mit einem Anti-HA-Antikorper
inkubiert und 3 min lang wurde die Lumineszenz detektiert (Rohdaten 56, 57).

Die Zellextrakte von Hefezellen, welche mit Galaktose im Medium angezogen wurden, zeigen
fast alle eine deutliche Bande auf der erwarteten Hohe. Die Ersetzung von Galaktose durch
Glukose im Wachstumsmedium fihrt bei allen betrachteten CIA-Proteinen zu einem
Verblassen oder Verschwinden der Bande, was eine Verringerung der Abundanz dieser
Proteine impliziert (siehe Abbildung 34 bis 39). Wahrend den meisten Proteinen eine Bande
zuzuordnen war, konnten 3HA-Grx3 (Abbildung 39 links) und 3HA-Narl (Abbildung 35 rechts)
nicht sicher zugeordnet werden. Dies ist ein Nachweis fiir die Funktionsfahigkeit der durch die

Galaktosekonzentration im Medium regulierbaren Promotoren.
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4.3 Uberpriifung auf Viabilitat und phanotypische Charakterisierung

4.3.1 Tupfeltest

Der Tupfeltest erlaubt einen Vergleich der Viabilitat der hergestellten Hefestiamme. Das
beobachtbare Wachstum ist eine Mischung aus der Anzahl lebendiger Zellen in der
vorbereitenden Flussigkultur, sowie der Generationszeit oder Wachstumsgeschwindigkeit der
Zellen. Auch Auswirkungen auf die Lag-Phase verdndern den zu beobachtenden Phéanotyp.
Fur folgende Experimente sind Hefestimme optimal, wenn sie nach Wachstum in
galaktosehaltigem Medium einen ahnlichen Phanotyp wie der Wildtyp aufweisen, da ein stark
unterschiedlicher Phanotyp oft mit stark veranderten Expressionsmustern einhergeht, was es
schwieriger macht den Effekt der Mutationen auf die spezifischen CIA-abhangigen Eisen-
Schwefel-Proteine zu untersuchen. Ist beim Wachstum Galaktose durch Glukose ersetzt,
so sind Hefestamme fir die weiteren Experimente optimal, wenn ein schwacher oder
moderater Phénotyp zu beobachten ist. Wiinschenswert ist hierbei ein ausgepragter
Phanotyp, der aber keine Letalitat hervorruft, da dies wiederum starke ungewollte
Auswirkungen auf das Proteom haben kann. Die im Verlauf der Arbeit hergestellten Stamme
zeigen unterschiedlich starke Auswirkungen durch die introduzierte Gensequenzen auf den
Phanotyp (siehe Abbildung 40).

Die Einzelmutanten zeigten schwachere Wachstumsphanotypen als die Doppelmutanten.
Wahrend die Depletion von Tah18, Cfdl und Nbp35 nur geringe Auswirkungen auf den
Wachstumsphanotyp hatte, zeigte die Depletion von Dre2 die groRte Auswirkung, gefolgt von
der Depletion von Narl. Eine Deletion des GRX3-, oder GRX4-Gens zeigte keinen Einfluss
auf den Phanotyp, in Ubereinstimmung mit Pujol-Carrion et al., 2006. Die Depletion der CIA-
targeting-Faktoren Cia2 und Met18, sowie der Adapterproteine Yael und Ltol zeigten keinen
ausgepragten Wachstumsphéanotyp. Nur die Depletion von Cial zeigte einen

Wachstumsphanotyp, welcher allerdings nur schwach ausgepragt war.

Doppelmutanten fiihrten im Gegensatz zu den Einzelmutanten zu starkeren, fast letalen
Phanotypen in Absenz von Galaktose, sodass diese bereits nach 16 h Wachstum getlpfelt
werden mussten. Uberraschenderweise fiihrte die Kombination der Rekombination der LTO1-
und YAE1Ll-Promotoren, welche einzeln einen Wildtypphanotyp aufwiesen, zu einer
synthetischen Letalitat, die allerdings auch nach 64 h Depletion weniger stark ausgepragt war
als die Letalitat der anderen Doppelmutationen, welche bereits nach 16 h einen deutlichen
Phanotyp aufwiesen. Beim Ersetzen von zwei CIA-Promotoren durch GalL-Promotoren wird
eine starke Veranderung des Wachstumsphanotyps ausgeldst, sodass die Zellen nur noch

wenige Generationen mit Glukose im Medium tberleben kénnen.
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Abbildung 40: Tupfeltests aller Hefedepletionsstamme. Gezeigt sind verschiedene
Agarplatten. Darauf wurden Hefestdmme in verschiedenen Verdiinnungen, angefangen mit
einer ODgoo = 0.5 bis hin zu einer 1:10° Verduinnung getlpfelt. Links neben den Tupfeltest wird
die Art des Hefestammes beschrieben. W303 bezeichnet den Wildtyp. Aufgrund der
unterschiedlichen Viabilitat wurde die Flussigkultur unterschiedlich lang mit Glukose im
Medium inkubiert. Entweder 64 h (24 h, 24 h, 16 h) (ohne Markierung) oder 16 h (1). Alle
Tupfeltests wurden mindestens als Duplikat (n = 2) aus dem in Glyzerin gefrorenen Vorrat der
Hefestamme durchgefiihrt. Die inokulierten Agarplatten wurden fir 48 h bei 30 °C inkubiert.
Siehe Anhang Kapitel 8.1 fur weitere Konditionen (Rohdaten 46, 47).
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Obwohl die Promotoren der CIA-Proteine alle zu genetisch gleichen GalL-Promotoren
rekombiniert wurden, ist trotzdem eine Variabilitat der Phanotypen von Mutanten auf Glukose-
Medium feststellbar. Das zeigt, dass neben den Promotoren weitere Einflisse auf die
Expression existieren. Zum einen kénnen manche Proteine durch andere Proteine in ihrer
Funktion ersetzt oder zumindest teilweise ersetzt werden, wie bei Grx3/4 zu sehen ist (Pujol-
Carrion et al., 2006). Zum anderen enthalten die Gene unterschiedliche Terminatoren, welche
insbesondere bei geringer Expression einen starken Einfluss auf die basale Expression haben
(Curran et al.,, 2013). Neben diesen beiden Erklarungen spielen weitere Effekte wie die
Stabilitat der Zielproteine und ihrer Komplexpartner eine Rolle bei der Entstehung der

beobachteten Phanotypen.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass sich die Hefestdmme gut fur eine Untersuchung der
CIA-Maschinerie eignen, allerdings sollten die Einzel- und Doppelmutanten auch getrennt
betrachtet werden, da die sehr starken Phanotypen der Doppelmutanten eine abweichende
Expression der nicht-Fe/S-Proteine als Reaktion auf die Mutationen moglich erscheinen
lassen. Das wiederrum eréffnet jedoch auch die Untersuchung der Daten auf weitere Effekte

der CIA-Regulation als nur den Effekt auf Eisen-Schwefel-Proteine.

4.3.2 Wachstumskurven und Verdopplungszeiten

Eine W303-Wildtyp Hefekultur in glukosehaltigem Medium wird laut Literatur eine geringere
Verdopplungszeit als in galaktosehaltigem Medium aufweisen. Fir den Wildtyp in
glukosehaltigem Medium werden Verdopplungszeiten zwischen zwei und drei Stunden
erwartet (Boubekeur et al., 2001) (Bhattacharya et al., 2018). Fir galaktosehaltiges Medium
wird eine um ca. 50 % erhéhte Verdopplungszeit beschrieben (Bhattacharya et al., 2018).
Diese, von Mutationen unabhangige, Zuckerabhangigkeit der Verdopplungszeiten sollte im

Folgenden bei der Interpretation des Wachstums im Flissigmedium beachtet werden.

Zur Bestimmung der Verdopplungszeit wurden zuerst Vorkulturen 16 h lang bei 30 °C
schittelnd inkubiert. Daraufhin wurde das Wachstums in 96-Well-Mikrotiterplatten bestimmt.
Diese Methode erlaubte eine effiziente Messung der Wachstumsparameter und gleichzeitig

die Durchfuihrung von Replikaten (n = 5), sowie Negativkontrollen.

Bei Wachstum in galaktosehaltigem Medium (siehe Abbildung 41) zeigten die
Depletionsstamme und der Wildtyp mehrheitlich geringe und nicht signifikante Unterschiede.
Insbesondere fir Grx3/4 zeigte sich keine Wachstumsveranderung bei einer Deletion, einer
Uberexpression durch den GalL-Promotor, oder durch die Veranderung der Proteine durch

den N-terminalen Hamagglutinin-Tag.
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Abbildung 41: Verdopplungszeiten der mutierten Hefestdmme in galaktosehaltigem
Medium. Gezeigt ist die minimale Verdopplungszeit verschiedener Hefestamme in Form der
einzelnen Replikate (Sterne), sowie der daraus errechneten Mittelwerte und
Standardabweichungen. Die Signifikanz entspricht den mittels einseitigem T-Test errechneten
p-Werten, wobei *** *** respektive weniger als 0.01, 0.005, 0.001 entspricht (Rohdaten 38,
39).

Die Verdopplungszeit betrug bei allen Hefestdammen, bis auf GalL-3HA-Tah18, zwischen 3.3
und 4 Stunden. Im Gegensatz dazu zeigte die durch den GalL-Promotor erfolgte
Uberexpression von 3HA-Tahl8 eine signifikante (p=4*10"1%) Erhéhung der
Verdopplungszeit um knapp 50 %. Eine Betrachtung der Kristallstruktur des humanen
Homologs NDOR1 legt nahe, dass die FMN-Bindestelle sich nicht in direkter Ndhe zum N-
Terminus befindet (Banci et al., 2013). Die FAD-Bindestelle befindet sich, basierend auf der
Kristallstruktur der Cytochrom P450 Reduktase von Candida tropicalis, auch nicht in direkter
Nahe zum N-Terminus (> 30 A Entfernung) (Ebrecht et al., 2019). Daraus lasst sich schlielen,
dass die signifikante Erhéhung der Verdopplungszeit wahrscheinlich nicht von einer direkten
Inhibition der Elektronentbertragung durch FMN und FAD stattfindet. Mdglicherweise
behindert der Hamagglutinin-Tag allerdings die Interaktion von Tah18 mit Dre2. Auch die
Uberexpression durch den GalL-Promotor kann durch das Ungleichgewicht von Tah18 und

Dre2 Ursache fur den Phanotyp sein. Dies ist auch am wahrscheinlichsten, da der Phanotyp
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durch eine Uberexpression von Dre2 in der Doppelmutante GalL-3HA-TAH18/GalL-3HA-
DRE2 in Galaktosemedium kompensiert wird. Die Stéchiometrie dieser beiden Proteine
scheint also eine wichtige Rolle in die CIA-Maschinerie zu spielen. Diese Effekte sind bei dem
anderen Komplex Cfd1/Nbp35 nicht und bei Yael/Ltol wenig ausgepragt zu sehen (siehe
Abbildung 41). Bei dem CTC aus Cial, Cia2 und Metl18 liegt moglicherweise ein ahnlicher
Effekt vor, was aber aufgrund einer fehlenden Dreifachmutante nicht geklart werden konnte.
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Abbildung 42: Relative Verdopplungszeiten der mutierten Hefestdmme unter
Depletionsbedingungen (Glukose) im Vergleich zum Wildtyp W303. Gezeigt sind relative
minimale Verdopplungszeiten verschiedener Hefestamme, relativ zum Mittelwert der jeweils
im gleichen Experiment festgestellten Verdopplungszeit des Wildtyps. Dabei wurden bei
Stamm 3, 6, 10 und 11 die Verdopplungszeiten nach 16 h Glukose-Wachstum verwendet, bei
allen anderen Stammen die Verdopplungszeit nach 64 h Glukose-Wachstum. Es wurden die
einzelnen Replikate (Sterne), sowie die daraus errechneten Mittelwerte und
Standardabweichungen angegeben. Die Signifikanz entspricht den mittels einseitigem T-Test
errechneten p-Werten, wobei *** *** respektive weniger als 0.01, 0.005, 0.001 entspricht
(Rohdaten 38 - 43).

Das Wachstum in glukosehaltigem Medium zeigte deutlich gré3ere Unterschiede zwischen
den Stammen als in galaktosehaltigem Medium, wobei Doppelstimme immer starker

beeintrachtigt sind als die jeweiligen Einzelmutanten (siehe Abbildung 42).

97



Neben der Verdopplungszeit als wichtigster Mal3stab fiir die Viabilitdt wurde auch die Dauer
der Lag-Phase des Wachstums bestimmt (siehe Anhang Abbildung 108). Hierbei sind
wiederum unterschiedliche Effekte erkennbar. Die Uberexpression eines Proteins der CIA-
Maschinerie in galaktosehaltigem Medium fuhrt in den meisten Féllen zu einer erhéhten Lag-
Zeit, wahrend die Yael/Ltol-Mutante die signifikanteste Steigerung der Lag-Zeit bei langer
Depletion zeigt. Eine genaue Auflistung der Verdopplungszeiten nach unterschiedlichen

Depletionszeiten ist dem Anhang (Kapitel 8.3) zu entnehmen.

4.4 Fe/S-Enzymaktivitatsmessungen im Zellextrakt und Enzymkinetik

Die Auswirkungen der Depletion der CIA-Faktoren in glukosehaltigem Medium auf die Aktivitat
der Fe/S-Proteine Leul und Gltl wurden vor den massenspektrometrischen Experimenten
Uberprift. Die Untersuchung der Enzymaktivitéat von Eisen-Schwefel-Proteinen in Zellextrakten
mit depletierten CIA-Maschinerie-Komponenten erlaubt es auch, die Mutanten genauer zu
charakterisieren. Neben dem bekannten Isopropylmalat-lsomerase Aktivitdtsassay wurde die
von der Glutamat-Synthase katalysierte Reaktion verfolgt. Dabei wurde eine bereits etablierte
Methode zur Messung von aufgereinigter Glutamat-Synthase als Vorlage genommen und so

optimiert, dass die Messung mit Zellextrakten durchfiihrbar war (Roon et al., 1974).

4.4.1 Etablierung des Glutamat-Synthase Aktivitats-Assays

Die Reagenzien fir das Glutamat-Synthase-Assay wurden gemaf Tabelle 46 gemischt und in
einem Photometer bei A = 340 nm eine Minute lang gemessen. Als Hintergrundmessung
wurde eine identische Probe vorbereitet die L-Azaserin (4 mM) enthielt. Die
Aktivitatsmessungen wurden stets bei 25°C durchgefiihrt und die Berechnung der

spezifischen Aktivitat erfolgte anhand von Formel 1 (Seite 63).
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Abbildung 43: Reaktionsschema der Glutamatsynthase Glt1
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4.4.1.1 Stabilitat der Glutamatsynthase in Zellextrakt

Zur Etablierung eines praktisch anwendbaren Assays muss das Enzym im Zellextrakt
mindestens solange stabil sein, dass in dieser Zeit mehrere Aufschliisse und Messungen
durchgefuhrt werden konnen. Von Aufschluss bis Messung vergehen mindestens 30 Minuten.
Im Optimalfall ist das Enzym mehrere Stunden stabil, sodass mehrere Aufschlisse und

Messungen auf einmal durchgefuihrt werden kénnen.
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Abbildung 44: Stabilitat der Glutamat-Synthase in Zellextrakt. Gezeigt ist die Glutamat-
Synthase-Aktivitat eines Zellextraktes zu mehreren Zeitpunkten nach Zellaufschluss wie
angegeben. Die Signifikanz im Vergleich zur Messung nach 30 Minuten entspricht den mittels
zweiseitigem T-Test errechneten p-Werten, wobei *,** *** respektive weniger als 0.01, 0.005,
0.001 entspricht. Der Boxplot zeigt neben den gemessenen Daten (Kreise) den Standardfehler
(Box) und die Standardabweichung (Whisker). Die gestrichelte Linie entspricht dem Mittelwert
aller Datenpunkte (Rohdaten 34).

Die Bestimmung der Stabilitat zeigt, dass fur die Dauer des Aufschlusses und der Messungen
das Enzym stabil ist und keine Aktivitat verliert (siehe Abbildung 44). Der laut p-Wert
signifikante Unterschied zwischen 30 und 115 Minuten (p <0.01) erklart sich durch die
allgemein hohe Varianz der Messung, sowie die geringe Probenzahl (n=3) des

Stabilitatstests.
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4.4.1.2 Inhibition der Enzymkatalyse

Um einen kosteneffizienten Test zu etablieren wurde bestimmt, welche Konzentration
L-Azaserin die Reaktion stark genug hemmt um einen Blindwert zu erhalten. Dazu wurde die
Absorptionsénderung als MalRR  fur die  Enzymaktivitat bei  verschiedenen
Azaserinkonzentrationen gemessen. Ein ICso-Wert von 0.7 mM wurde mittels Origin bestimmt
(siehe Abbildung 45).
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Abbildung 45: L-Azaserin hemmt Glt1-Aktivitat. Gezeigt ist die Absorptionsénderung pro
Minute von Gltl-Aktivititsmessungen bei 340 nm. Es wurden verschiedene Mengen L-
Azaserin in das Reaktionsgemisch gegeben. Dargestellt ist die gesamte Absorptionsanderung
(volle Kreise), die Hintergrundaktivitat mit L-Azaserin im Reaktionsgemisch (leere Kreise),
sowie ein Dosis-Wirkungs-Fit (rote Linie). Gezeigt ist auch die Standardabweichung der
Hintergrundmessungen (hellblauer Bereich). Daraus errechnet sich ein ICsp-Wert von
0.7 £ 0.1 mM L-Azaserin (Standardabweichung geschéatzt) (Rohdaten 32).

Dabei konnte festgestellt werden, dass unter den gewahlten Bedingungen eine
Endkonzentration von 4 mM L-Azaserin die Aktivitat des Enzyms vollstdandig hemmt. L-
Azaserin eignet sich somit gut als Inhibitor um eine Bestimmung der Hintergrundaktivitat dieser
Reaktion zu ermoglichen. Alternativ ist auch Methioninsulfon zur Hemmung der Glutamat-
Synthase-Aktivitat verwendbar (Trotta et al., 1974). Fur Gltl in Hefezellextrakt wurde spéater in
der Doktorarbeit ein ICso-Wert von 183 uM bestimmt (Rohdaten 35). Methioninsulfon eignet

sich somit gut als kostenginstige Alternative fir den Inihibitor L-Azaserin.
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4.4.1.3 Kinetische Parameter der Glutamat-Synthase im Zellextrakt

Zur Optimierung des Aktivitadtsassays wurden neben der Abhéangigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration des Inhibitors L-Azaserin auch die Ky-Werte
fur die drei Substrate untersucht (siehe Tabelle 54). Deswegen wurden alle Assays mit
0.1 mM NADH, 10 mM a-Ketoglutarat und 10 mM L-Glutamin durchgefihrt.

Tabelle 54: Kinetische Parameter der Glt1-Aktivitdtsmessungen. Gezeigt ist der Ky-Wert
der drei Substrate der Glt1-Aktivititsmessungen. Die Konzentrationen der nicht-variablen
Komponenten der Ky-Bestimmung waren NADH (0.1 mM), a-Ketoglutarat (10 mM) und
L-Glutamin (10 mM).

Variierende Konzentration Ku-Wert [UM] Rohdaten
a-Ketoglutarat 251 +54 31
NADH 5.9+0.9 32
L-Glutamin 393+ 10 33

4.4.1.4 pH-Abhangigkeit der Glt1-Reaktion

Im Gegensatz zur Messung der Isopropylmalat-lsomerase-Aktivitat (Kapitel 4.4.3) hat die
Messung der Glt1-Aktivitat im Zellextrakt eine hohe Hintergrundaktivitat (siehe Abbildung 46),
welche die Genauigkeit und Signifikanz der Messung beeinflusst. Durch die Optimierung der
Bedingungen bei der Aktivititsmessung kdnnte sich ein besseres Verhdaltnis von Gesamt- zu
Hintergrundaktivitat ergeben, weshalb hier die pH-Abhangigkeit untersucht wurde, wobei das
Ziel eine Verringerung der Hintergrundaktivitéat war. Die Hintergrundaktivitat verringerte sich
mit steigendem pH-Wert der verwendeten Pufferldsungen, aber die Gesamtaktivitat
verringerte sich durch die Anderung des pH-Wertes ebenfalls, weshalb sich hier kein besseres
Verhdltnis von Gesamt- zu Hintergrundaktivitat erzielen lies. Obwohl die Erhéhung des pH-
Wertes keine Verbesserung des Verhéltnisses von Hintergrund zu Messwert zeigte, lasst sich
dennoch eine Abhangigkeit der enzymatischen Aktivitat vom pH-Wert zeigen. Diese sinkt mit
zunehmender Entfernung vom physiologischen pH-Wert der Zelle. Aufgrund der Daten wurden
alle Glutamat-Synthase-Assays bei pH 7.8 durchgefihrt. Um das Assay zu validieren, wurden
abschlieiend Messungen von Zellextrakten eines AGIt1-Stammes mit den Messungen der
Hintergrundaktivitat im Wildtyp-Zellextrakt verglichen, wobei &ahnliche Werte beobachtet

wurden.
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Abbildung 46: Abhéngigkeit der Glt1l-Aktivitditsmessung vom pH-Wert. Gezeigt sind die
Absorptionsédnderungen von  Gltl-Aktivitatsmessungen des Zellextrakts (n=3) bei
verschiedenen pH-Werten in  Phosphatpuffer. Panel (A) zeigt die gesamte
Absorptionsanderung und die Anderung der Absorption der Hintergrundmessungen fiir
verschiedene pH-Werte. Panel (B) zeigt die Differenz von Gesamtanderung zur Anderung des
Hintergrunds. Die Messungen ,Hintergrund® wurden wie die Aktivitdtsmessungen
durchgefuhrt, allerdings wurde dabei zusatzlich L-Azaserin (4 mM) zur Hemmung der
Glutamat-Synthase hinzugegeben. Die Signifikanz bezieht sich auf den Vergleich zur Messung
bei pH 7.8 und entspricht den mittels einseitigem T-Test errechneten p-Werten, wobei *** ***
respektive weniger als 0.01, 0.005, 0.001 entspricht (Rohdaten 25).

4.4.2 Glutamat-Synthase-Aktivitat der Zellextrakte fur die MS-Analyse

Mit Hilfe des neu etablierten Aktivitatsassays flur Zellextrakte konnte die Glutamat-Synthase-
Aktivitat der Hefestamme bestimmt werden (siehe Abbildung 47). Da die Aktivitat von Glt1 vom
Fe/S-Kofaktor abhangig ist, wird dieses Assay genutzt um indirekt die Beladung mit dem
Kofaktor in verschiedenen CIA-Depletionsstdmmen zu untersuchen um damit eine Aussage
Uber den Phanotyp dieser Stamme treffen zu kdnnen. Aul3erdem ist die Lokalisierung von Gltl
immer noch nicht endgultig geklart. Wéahrend frihere Studien Gltl in den Mitochondrien
lokalisierten, konnte in neueren Studien keine mitochondriale Lokalisierung nachgewiesen
werden (Morgenstern et al., 2017). Als Erklarung fur die unklare Lokalisierung wéare eine
Filamentbildung von Glt1, welche bei der Fraktionierung von Mitochondrien in friiheren Studien

zu einem Nachweis von Gltl in der Mitochondrienfraktion gefihrt haben kdnnte.
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Abbildung 47: Glutamat-Synthase-Aktivitat der Zellextrakte fir MS-Analyse. Gezeigt ist
die spezifische Aktivitat in mU/mg. Dabei wurde die Aktivitat bei 25°C gemessen, jeder Punkt
reprasentiert eine biologische Probe, welche mindestens als Duplikat gemessen wurde
(Rohdaten 24).

Die Messungen zeigen eine signifikante (p < 0.001) Verringerung der Gltl-Aktivitat bei CIA-
depletierten Stammen mit Ausnahme der Ltol- und Yael-Depletionsstammen. Damit konnte
eine Abhéangigkeit der Gltl1-Aktivitdt von der allgemeinen CIA-Maschinerie gezeigt werden,
wahrend die Depletion der Adaptorproteine Yael und Ltol wie auch bei der Isopropylmalat-
Isomerase-Aktivitat keinen Einfluss auf die Aktivitdt haben. Andere Studien konnten bereits
mittels %°Fe-Einbau Rad3, Ntg2, Pol3, Nbp35, Narl und die Sulfitreduktase als
Klientenproteine von Yael und Ltol ausschlieRen (Paul et al., 2015).

4.4.3 Isopropylmalat-lsomerase-Aktivitat der Zellextrakte fur die MS-Analyse

Die durch das Glutamat-Synthase Aktivitdtsassay erlangten Einsichten Uber die Auswirkungen

der Depletion der CIA-Proteine in den mutierten Hefestammen konnten durch das etablierte
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Isopropylmalat Isomerase Aktivitatsassay unabhéangig belegt werden (siehe Abbildung 48).
Dabei wurde die Absorption des Intermediates Isopropylmaleat bei 235 nm zur

photometrischen Beobachtung der Reaktion eingesetzt (siehe Kapitel 3.6.5.2).
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Abbildung 48: Isopropylmalat-lIsomerase-Aktivitat der Zellextrakte fir MS-Analyse.
Gezeigt ist die spezifische Aktivitat in U/mg. Dabei wurde die Aktivitat bei 25°C gemessen,
jeder Punkt reprasentiert eine biologische Probe, welche mindestens als Duplikat gemessen
wurde (Rohdaten 23).

Die Messungen zeigen eine signifikante (p < 0.001) Verringerung der Leul-Aktivitat bei CIA-
depletierten Stammen mit Ausnahme der Ltol- und Yael-Depletionsstammen, vergleichbar
mit der Anderung der Glt1-Aktivitat aus dem vorherigen Kapitel. Die Ergebnisse zeigen, dass
die CIA-Proteine der spater massenspektrometrisch untersuchten Hefestamme erfolgreich

depletiert wurden.
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4.5 Analyse und Verifizierung der massenspektrometrischen Daten

Massenspektrometrische Daten wurden mittels MaxQuant normalisiert und zu einer
Lpeptides.txt“-Datei prozessiert (siehe Kapitel 3.3.4). Diese wurde mittels Perseus so
transformiert, dass diese Daten fiur weitere Analysen in Excel und Origin auswertbar sind
(siehe Kapitel 3.3.5).

4.5.1 Vergleichbarkeit der Messreihen (MS)

Da aufgrund der Anzahl der Proben die Proteome der verschiedenen Hefestdmme in
mehreren Messreihen zu verschiedenen Zeitpunkten massenspektrometrisch analysiert
werden mussten, war es wichtig die Vergleichbarkeit der Messreihen zu Uberprifen. Dazu
wurde die Verteilung der Proteinabundanzen der Kontrollgruppen jeder MS-Messserie des
Wildtyps (W303) mit einander verglichen. Dabei konnte beobachtet werden, dass die MS-
Datenserien 3 und 4 im Durchschnitt einen 2,7-fach verringerten Median der LFQ-Werte im
Vergleich zu Datenserie 1, 2 und 5 aufwies. Auch die Anzahl an Messwerten, welche unter der
Nachweisgrenze liegen waren bei diesen beiden MS-Datenserien deutlich erhéht, zu erkennen
an dem unteren ,Bauch® des Violinenplots, da alle nicht-detektierten Werte hierfiir durch den
Wert ,20% imputiert wurden (siehe Abbildung 49).

Daraufhin wurde eine mdogliche weitere Normalisierung der Daten untersucht. Dabei wurden
Histone als konstant exprimierte Proteine angenommen. Die funf Histone der Hefe wurden auf
ihre Abundanz untersucht und das Muster der Abundanz mit dem Muster des Mittelwertes der
Abundanzen aller Proteine des jeweiligen Wildtyps verglichen. Auffallig war, dass das Linker-
Histon (H1) im Vergleich zu den anderen Histonen eine durchschnittlich 13-fach geringere
Abundanz zeigte. Es wurde festgestellt, dass die Abundanz von Histon H3 und Histon H2B am
starksten mit der durchschnittlichen Verteilung der Proteinabundanz in W303-Durchlaufen
korreliert (siehe Abbildung 50). Deshalb wurde eine Normalisierung Uber die Abundanz von
Histon H2B untersucht. Zur Verifizierung der Normalisierungsmethode wurde zuerst ein
Datensatz erstellt, der ausschlief3lich aus gemessenen Werten bestand, also keine imputierten
Werte enthielt. Dieser Datensatz wurde daraufhin mit verschiedenen Methoden normalisiert.
Es wurde festgestellt, dass eine Normalisierung tber die Histonabundanz keine Vorteile

gegenuber der internen Normalisierung durch die Verwendung von MaxQuant bietet.
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Abbildung 49: Unterschiede der durchschnittlichen Abundanzen des Wildtyps
verschiedener Messdurchgange. Gezeigt ist die Verteilung der durchschnittlichen
Abundanzen der Wildtypgruppe fiinf verschiedener Messreihen. Dabei ist die
Stichprobengrof3e n = 3 bei Messreihe 1 und n = 4 bei Messreihe 2 bis 5. Angezeigt wird der
Median (blau), der Mittelwert (cyan), sowie das neunzigste und zehnte Perzentil der
Abundanzen aller Proteine des Wildtyps einer Messreihe. Nicht detektierbare Messwerte
wurden fur diesen Graphen zur besseren Erkennung pro Replikat mit dem Wert ,20“ imputiert.
Die gestrichelten Linien sind der Mittelwert der Medianwerte von Serie 1, 2 und 5 (1, 2, 5) und
Serie 3 und 4 (3, 4) (Rohdaten 37).

Tabelle 55: Histone in S. cerevisiae. Beschrieben sind die finf Histone in S. cerevisiae und
die Namen der Gene. Dabei sind vier der funf Histone im Genom durch zwei &hnliche Gene
kodiert, welche als identische Proteine exprimiert werden.

Histon Gen in S.cerevisiae
H1 HHO1
H2A HTA1/HTA2
H2B HTB1/HTB2
H3 HHT1/HHT2
H4 HHF1 / HHF2
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Abbildung 50: Abundanz der Histone im Wildtyp in verschiedenen Datenserien. Gezeigt
sind die Abundanzen der funf Histone der Hefe. Diese wurden getrennt fur die finf
verschiedenen Wildtyp-Proben aufgetragen und die Messwerte (Kreise) der einzelnen
Replikate und die Standardabweichungen sind eingezeichnet. Die Namen der Legende
entsprechen den Namen im Datensatz. Die gestrichelten Linien entsprechen dem Mittelwert
aller Werte der Histone H2A, H2B, H3 und H4 (obere) und dem Mittelwert der Abundanzen
von Histon H1 (untere). Jeder Balken kann einer der finf MS-Datenserien zugeordnet werden
(S1 bis S5) (Rohdaten 49).

4.5.2 Verifizierung der Depletionsstamme durch MS

Die Betrachtung der gemessenen Abundanz der depletierten CIA-Proteine wurde genutzt um
die Depletion genetisch veranderten Hefestamme abschlieend zu verifizieren. Dabei konnte
bei allen Hefestdmmen nach Depletion keines der entsprechenden Proteine noch detektiert
werden (siehe Tabelle 56). Dabei wurden im Wildtyp 11 von 12 bekannten CIA-Faktoren
detektiert, wobei zwei weitere CIA-Proteine nahe der Nachweisgrenze waren, manche
Messwerte sollten daher mit Vorsicht betrachtet werden. Nichtsdestotrotz wurde deutlich, dass
die Depletion bei allen Stammen erfolgreich war. Die Depletionsbedingungen kénnen also als

passend angesehen werden.
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Tabelle 56: Verifizierung der Depletion in MS-Proben. Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der gemessenen Abundanzen der im jeweiligen Hefestamm
genetisch modifizierten Gene (Abundanz Mutante). Die Abundanz des jeweiligen Proteins im
Wildtyp der jeweiligen Messserie wurde auch notiert (Abundanz W303). Bei Doppelmutanten
wurde jeweils die Abundanz des in Fettdruck hervorgehobenen Proteins dokumentiert.
Messwerte unterhalb der Nachweisrenze wurden als annotiert (n.d.) (Rohdaten 73).

Hefestamm Abundanz W303 Abundanz Mutante
Tah18| (Messserie 2) 26.4+0.2 n.d.
Dre2| 29.3+0.1 n.d.
Tah18|/Dre2| 249+04 n.d.
Tah18|/Dre2] 29.3+0.1 n.d.
Cfd1] n.d. n.d.
Nbp35] (Messserie 5) 26.4+04 n.d.
Cfd1|/Nbp35] n.d. n.d.
Cfd1]}/Nbp35] 255+0.1 n.d.
Narl| 30.1+0.3 n.d.
AGrx3/Grx4| 26.3+£0.2 n.d.
AGrx4/Grx3| 28.8+0.1 n.d.
Cial| 25.2+0.3 n.d.
Cia2] 26.7+0.2 n.d.
Metl18] 26.9+0.1 n.d.
Yael| 25.7+0.2 n.d.
Ltol] 25.7+0.2 n.d.
Yael|/Ltol] 26.8+0.1 n.d.
Yaell]/Ltol] n.d. n.d.

Cfd1 konnte in keiner Messerie nachgewiesen werden, wahrend Ltol in manchen Messserien
nachweisbar war, bedingt durch die geringe natirliche Abundanz des Proteins (siehe Tabelle

57). Cial war in vielen replikaten nahe der Nachweisgrenze.

Tabelle 57: Niedrigabundante CIA-Proteine. Gezeigt ist ein nicht per MS detektierbares CIA-
Protein (Ltol) und zwei niedrig abundante CIA-Proteine (Cfdl und Cial), sowie deren
gemessene Abundanz in Experimenten anderer Veréffentlichungen (Ho et al., 2018).

Geschatzte Abundanz im Wildtyp

Proteinbezeichnung [Molekiile/Zelle]
olekule/zelle

Ltol 784 + 663
Cfd1 1285 + 401
Cial 3008 + 1456
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4.5.3 Vergleich Leul-Aktivitat und Leul-Abundanz

Erstens wurde der Zusammenhang zwischen der Aktivitat der Isopropylmalat-lsomerase und
ihrer mittels Massenspektrometrie gemessenen Abundanz untersucht (siehe Abbildung 51).
Eine Verteilung der Werte Uber einer Diagonalen von (0, 0) bis (100, 100) scheint notwendig,
da ohne das Protein auch keine Aktivitat vorliegen kann. Durch die Auftragung von
Messwerten der Aktivitat und Abundanz konnte beobachtet werden, dass bis zu einem
Aktivitatsverlust von ca. 75 % nur eine geringfiigige Abnahme der Abundanz (ca. 20 %) von
Leul stattfindet. Unter diesen Bedingungen muss also ein Grof3teil (mindestens 60%) von
Leul als Apoprotein vorliegen. Bei Messungen, die eine Aktivitdt von weniger als 20 % im
Vergleich zum Wildtyp aufwiesen, konnte festgestellt werden, dass die Abundanz deutlich

verringert war.
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Abbildung 51: Vergleich der Isopropylmalat-lsomerase-Aktivitdt und Abundanz
verschiedenener Hefestamme. Gezeigt sind die Mittelwerte von Messungen verschiedener
ClA-Regulationsstamme. Dabei wurden die X-Werte als Prozentsatz der Leul-Aktvitat im
Vergleich zum Wildtyp und die Y-Werte als Prozentsatz der Leul-Abundanz im Vergleich zum
Wildtyp dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen. Replikate, welche in
mehreren MS-Datenserien gemessen wurden, sind mit der zugehdrigen Zahl im Superskript
gekennzeichnet. MS-Datenserie 1 beinhaltete drei Replikate, spatere Datenserien vier. Vom
Wildtyp wurden Messungen von sieben Replikaten aufgetragen (Rohdaten 36).

Es wird vermutet, dass Leul auf die Depletion von ClA-Faktoren biphasisch reagiert: Ein
geringer Mangel (Phase 1) an Fe/S-Kofaktoren andert die Proteinabundanz kaum. Liegt
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aufgrund von Fe/S-Mangel mehr als 60 % von Leul als Apoprotein vor (Phase 2), so verringert
sich die Abundanz drastisch, sodass Leul nahezu vollstdndig verschwindet. Dabei sind
sowohl Prozesse der Proteolyse, als auch eine Regulation der Expression als Begrindung
denkbar. AuRerdem muss die Méglichkeit berlicksichtigt werden, dass im Wildtyp bereits Leul

als Equilibrium aus Apo- und Holoenzym in unbekannter Relation vorliegt.

4.5.4 Vergleich Glt1-Aktvitat und Glt1-Abundanz

Betrachtet man die Messungen der Gltl1-Aktivitat und Abundanz auf dieselbe Weise wie die
der Leul-Messungen, so ergibt sich ein anderes Gesamtbild fir dieses Protein. Die hdheren
Messungenauigkeiten bei den Aktivitditsmessungen, so wie die ,alles oder nichts“ GIt1-
Abundanz bei der Depletion der CIA-Faktoren (aul3er Yael| und Ltol]) fihrt zu einem weniger
differenzierten Bild, wodurch die Interpretation der Ergebnisse mit einer h6heren Unsicherheit
verbunden ist (siehe Abbildung 52).
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Abbildung 52: Vergleich der Glutamatsynthase-Aktivitdt und Abundanz
verschiedenener CIA|-Hefestamme. Gezeigt sind die Mittelwerte von Messungen
verschiedener CIA-Regulationsstamme. Dabei wurden die X-Werte als Prozentsatz der Glt1-
Aktvitat im Vergleich zum Wildtyp und die Y-Werte als Prozentsatz der Glt1-Abundanz im
Vergleich zum Wildtyp dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen.
Replikate, welche in mehreren MS-Datenserien gemessen wurden, sind mit der zugehdrigen
Zahl im Superskript gekennzeichnet. MS-Datenserie 1 beinhaltete drei Replikate, spéatere
Datenserien vier. Vom Wildtyp wurden Messungen von sieben Replikaten aufgetragen
(Rohdaten 36).
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In beiden Fallen, sowohl bei der Auftragung der Leul-Aktvitat und der Abundanz, sowie bei
der Glt1-Aktvitat und der Abundanz zeigt sich eine Korrelation von Abundanz und Aktivitat.
Der Verlauf ist jedoch unterschiedlich. Wéahrend bei Leul, in der Grafik von rechts nach links
gelesen, zuerst die Aktivitat abnimmt und danach die Abundanz, zeigt Gltl leider nur basiert
auf der Nbp35-Depletion eine im Vergleich zu Leul andere Abhéangigkeit. Das Verhalten der
Leul-Aktvitdit und Abundanz lasst sich wahrscheinlich dadurch erklaren, dass eine
Einschrankung der CIA-Maschinerie zu einer Verringerung der Beladung von Leul mit dem
Fe/S-Cluster fuhrt, aber weiterhin die Proteinbiosynthese von Leul durchgefihrt wird, wodurch
Apo-Leul abundanter ist, welches massenspektrometrisch nachgewiesen wird, aber ohne
Cluster keine Aktivitat zeigt. Wird die CIA-Maschinerie starker depletiert, so wird ab einem
gewissen Punkt (etwa 80% Apo und 20% Holo-Protein) entweder die Leul Biosynthese
verringert oder Apo-Leul vermehrt durch Proteolyse abgebaut. Die Klarung dieser Frage
erfordert weitere Experimente. Da nicht alle Eisen-Schwefel-Proteine durch die Depletion der
CIA-Maschinerie eine niedrigere Abundanz zeigen, kann hier eine Priorisierung durch die CIA-
Maschinerie vermutet werden. Allerdings kann auch die Stabilitdt der Apo-Proteine eine

entscheidende Rolle spielen.

Da der AGIt1-Stamm in SC-Glukosemedium keinen auffalligen Wachstumsphanotyp aufwies,
ist unter diesen Bedingungen GItl nicht essentiell fur die Zelle und kann durch andere
Stoffwechselwege (z.B. Uber Gdh1/2) kompensiert werden. Dies ist auch ein Hinweis auf eine

Priorisierung der CIA-Klienten unter Fe/S-Mangelbedinungen.

4.6 Auswirkungen auf Stoffwechselwege

4.6.1 Auswirkungen der Depletion auf die CIA-Maschinerie

Wahrend die Abundanz der depletierten Proteine selbst in Kapitel 4.5.2 als Mal3 zur
Verifizierung der Hefedepletionsstdmme genutzt wurde, zeigen die folgenden Kapitel die
weiterfihrenden Auswirkungen der Depletion von CIA-Proteine auf andere Proteine der CIA-
Maschinerie. Da fur die weitere Analyse Messwerte benétigt werden, wurden fur nicht
detektierbare Proteine Messwerte durch zuféllige Werte aus einer Standardverteilung in der

Néhe der Nachweisgrenze ersetzt, sogenannte ,imputierte“ Werte.
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Abbildung 53: Zusammenfassung der Abundanz der CIA-Proteine unter verschiedenen
Bedingungen. Gezeigt ist die Differenz der Abundanz von CIA-Proteinen zum Wildtyp
derselben MS-Datenserie. Links angegeben sind die unterschiedlichen Bedingungen, denen
die Zellen ausgesetzt waren, wobei die reprimierten Gene angezeigt werden (|) . Dabei wurde
Die Differenz als logarithmischer Wert zur Basis 2 angegeben und aus den Werten von 3
(Experiment 1) oder 4 (andere Experimente) biologischen Replikaten errechnet. Die
Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-Werten, wobei ******
respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht. Fir Cfdl, Cial und Ltol sind flr
mindestens einen Depletionsstamm sowohl Abundanzen des Wildtyps, als auch der Mutante
nicht vorhanden (n.a.). Fehlten Werte bei nur einer der beiden Bedingungen wurden diese
imputiert (Rohdaten 50).

4.6.1.1 Auswirkungen auf die Abundanz innerhalb der CIA-Komplexe

Die Depletion der CIA-Proteine zeigte unterschiedliche Auswirkungen auf die Abundanz von
Komplexpartnern innerhalb der CIA-Maschinerie. Die Abundanz von Tah18 und Dre2 wird

kaum durch die Abundanz des Komplexpartners beeinflusst. Auch die Abundanzen von Cfd1l
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und Nbp35 scheinen sich kaum gegenseitig zu beeinflussen. Bei Grx3 und Grx4 lasst sich
keine genaue Aussage treffen, da keine Einzelmutanten gemessen wurden. Der CTC scheint
eine Abhangigkeit zu zeigen, wobei die Abundanz von Metl8 nicht durch seine
Komplexpartner beeinflusst wird, wahrend Cial und Cia2 gegenseitig abhangig von der
Abundanz des Anderen sind und die Abundanz von Cia2 durch die Depletion von Metl8
beeinflusst wird. Die Abundanz von Yael ist stark von der Ltol-Abundanz abhangig und vice
versa, was auf eine Stabilisierung dieser Proteine durch Komplexbildung schlieRen lasst (siehe
Abbildung 53).

4.6.1.2 Auswirkungen auf die Abundanz durch andere, nicht-Komplexpartner

Fe/S-haltige CIA-Proteine:

Unter der Annahme, dass die CIA-Maschinerie benétigt wird um andere CIA-Proteine mit Fe/S-
Kofaktoren zu beladen wurden die Daten auf eine Abundanzverringerung dieser Fe/S-haltigen
CIA-Proteine untersucht. Die Depletion von Grx3 und Grx4, aber auch anderer CIA-Proteine
fuhrt zu einer starken und signifikanten Depletion von Dre2, was mdglicherweise auf Effekte
am 4Fe/4S- und 2Fe/2S-Cluster von Dre2 zuriickzufihren ist, wahrend Tah18 relativ wenig
beeinflusst wird. Auch Narl zeigt eine signifikante Verringerung der Abundanz, dieser Effekt
konnte bei der Depletion anderer CIA-Proteine beobachtet werden, mit Ausnahme der
Depletion des CTC und der Adaptorproteine Yael und Ltol. Die Abundanz von Nbp35 wird
trotz der Fe/S-Kofaktoren deutlich weniger von den verschiedenen Depletionsbedingungen
beeinflusst. Nur die Depletion von Grx3, Grx4 und Eisen flhrte hier zu einer Verringerung der

Abundanz.

Nicht-Fe/S-haltige CIA-Proteine:

Die Eisendepletion im Medium zeigte ahnliche Auswirkungen wie die genetisch erzeugte
Depletion von CIA-Proteinen. Insbesondere ist die Ahnlichkeit zu den Auswirkungen einer
Depletion von Grx3 und Grx4 zu erkennen. Die Abundanz der meisten CIA-Faktoren nahm ab,
wobei die Fe/S-haltigen CIA-Proteine am stérksten betroffen waren. Da die gemessene
Abundanz von Cial nahe der Nachweisgrenze liegt, ist dessen Abundanzanderung fir einige
Experimente mit Vorsicht zu interpretieren. Da manche CIA-Faktoren eine Abundanz nahe der
Nachweisgrenze aufweisen ist es wichtig, die Originaldaten zu beachten um falschpositive
Ergebnisse zu erkennen. Diese Daten sind im Anhang in Kapitel 8.4.1 zur besseren Ubersicht

dargestellt.
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Es konnten zudem indirekte Einflisse auf die Abundanzénderung gezeigt werden, die zum
Beispiel auf einer regulatorischen Ebene liegen. Eine Depletion der frihen CIA-Faktoren
Tah18 und Dre2 fiihren zu einer starken Erhéhung der Abundanz von Grx4, wahrend sie die
Abundanz von Grx3 nur leicht senken. Die Proteine Cfd1l und Nbp35 werden wenig durch die
Abundanz von Tah18 und Dre2 beeinflusst. Spatere CIA-Faktoren werden von einer Depletion
nicht signifikant beeinflusst.

Eine Depletion von Cfd1l und Nbp35 flhren einzeln zu einer signifikanten Senkung der Tah18-
Abundanz, wahrend die Depletion beider Proteine gleichzeitig keine signifikante Anderung
erzeugt. Wie bei der Depletion von Tah18, bzw. Dre2 fihrt die Cfd1- und Nbp35- Depletion
auch zu einer erhéhten Abundanz von Grx4, sowie einer verringerten Abundanz von Grx3. Die
Auswirkungen auf spétere CIA-Faktoren sind unterschiedlich und bei Depletion beider

Proteine verstarkt. Die Abundanz von Cia2 sinkt, wahrend die Abundanz von Met18 steigt.

Die Depletion von Narl zeigt eine deutliche Erh6hung der Abundanz der vorherigen und
nachfolgenden CIA-Faktoren mit Ausnahme von Cial und Met18, deren Abundanz sich kaum
verandert.

Eine Depletion von Cial und Metl18 zeigte keine ausgepragte Auswirkungen auf andere CIA-
Faktoren auf3erhalb des CTC.

Die Depletion von Ltol und Yael zeigte ebenfall nur geringe Auswirkungen auf die Abundanz

anderer CIA-Proteine.

Alle gegenseitigen Beeinflussungen (> 2-fach) bei einer CIA-Depletion wurden grafisch
aufgetragen (siehe Abbildung 54). Besonders auffallig ist hierbei die Rolle von Grx4, aber nicht
Grx3, welches deutlich erhéhte Abundanzen bei fast allen CIA-Depletionsstémmen, sowie bei
Eisendepletion im Medium aufweist. Narl zeigt eine deutlich verringerte Abundanz als Antwort
auf CIA-Depletion. Die Abundanzen von Cfd1l und Nbp35 sinken weniger ausgepragt durch
eine CIA-Depletion, aber Eisenmangel oder die Depletion von Grx3 und Grx4 fuhren zu leicht

verringerten Abundanzen.
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Abbildung 54: Gegenseitige Beeinflussung der
Abundanzanderungen der CIA-Proteine als Reaktion auf die Depletion von CIA-Faktoren.

Dabei wurden nur

Abundanzanderungen berlcksichtigt,

CIA-Faktoren.

welche den Faktor

Gezeigt sind die

Zwei

Uberschreiten. Ein Pfeil zeigt eine Erh6hung der Abundanz. Eine Linie mit Balken hingegen
zeigt eine verringerte Abundanz. (A) zeigt die summierten Anderungen fir die in (B)
dargestellten binaren Interaktionen. Die Abundanz von Ltol konnte nicht bestimmt werden

(Rohdaten 50).

4.6.2 Abundanz der cytosolischen und nuklearen Fe/S-Proteine

Im Folgenden wurden die LFQ-Intensitaten als Maf3 fir die Abundanz der nicht-CIA-Eisen-

Schwefel-Proteine unter verschiedenen Depletionsbedingungen analysiert. Dabei wurden von

20 bekannten, nicht der CIA-Maschinerie angehdrigen, cytosolischen und nuklearen Eisen-

Schwefel-Proteinen 17 detektiert (85%). Drei Fe/S-Proteine waren in keinem Experiment
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detektierbar. Pol2, Pri2, Dna2 und Ncs6 waren nur in wenigen Replikaten nachweisbar (siehe
Tabelle 58).

Tabelle 58: Wildtypabundanzen zytosolischer und nuklearer Fe/S-Proteine. Gezeigt sind
die im Wildtyp massenspektrometrisch detektierbaren zytosolischen Fe/S-Proteine, sowie der
Mittelwert der gemessenen Abundanzen (LFQ) wund der Mittelwert und die
Standardabweichung der errechneten Abundanz (Molekuile pro Zelle) aus (Ho et al., 2018).
Die Farben zeigen, ob die gemessene Abundanz unter der Nachweisgrenze liegt (rot), in
einigen Replikaten Gber der Nachweisgrenze (gelb) oder in einem Grof3teil der Replikate Uber
der Nachweisgrenze liegt (griin). Manche Proteine sind in keinem Wildtypreplikat nachweisbar
(n.a.).

Geschéatzte Abundanz im

Proteinbezeichnung LFQ-Wert Wildtyp _
Wildtyp [Molekile/Zelle]
Ntg2 n.a. 90 + 35
Chi1l n.a. 394 + 336
Rev3 n.a. 1454 + 1284
Pri2 n.a. 2390 + 692
Pol2 n.a. 3153 £ 1183
Dna2 24.1 900 + 190
Ncs6 24.7 2803 £ 977
Rad3 25.2 2505 + 999
Tywl 25.2 4079 £ 1124
Dph2 25.8 3129 + 844
Pol3 25.8 3354 + 1209
Poll 26.1 2368 + 1267
Dphl 26.4 2676 + 728
Elp3 27.0 4751 £ 716
Mak16 27.3 3349 + 984
Apdl 28.0 4289 + 1269
RIi1 29.8 16040 + 5930
Gltl 30.4 12015 + 6885
Met5 31.2 6101 + 3867
Leul 32.8 56013 + 24899

Obwohl die Abundanz einiger zytosolischer und nuklearer Eisen-Schwefel-Proteine eine
starke Abhangigkeit von der Depletion von CIA-Proteinen zeigt, sind allerdings nicht alle
Abundanzen dieser Fe/S-Proteine von der CIA-Maschinerie abhangig. Einige Eisen-Schwefel-

Proteine wiesen geringe Abundanzen auf, wodurch in diesen Féllen viele fehlende Werte
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entstanden  sind. Die Differenzen der Eisen-Schwefel-Proteinabundanzen in

Depletionsstammen wurde im Vergleich zum Wildtyp zusammengefasst (siehe Abbildung 56).
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Abbildung 55: Vergleich von gemessenen Abundanzen fiur zytosolische und nukleare
Fe/S-Proteine des Wildtyps mit Literaturwerten. Gezeigt sind die Mittelwerte der LFQ-
Intensitaten aller massenspektrometrisch gemessenen zytosolischen Fe/S-Proteine der
W303-Datenserien aufgetragen gegen Abundanzwerte aus einer Metastudie (Ho et al., 2018).
In Gelb dargestellt sind Werte fiir Proteine, deren Messwerte nahe am Detektionslimit lagen,
weshalb teilweise imputierte Werte fir die LFQ-Intensitat verwendet wurden.

Der Vergleich der gemessenen Abundanzen im Wildtyp mit den Literaturwerten untermauert
die Plausibilitat der Daten, wobei zu beachten ist, dass die Literaturwerte nicht immer

dieselben Wachstumsbedingungen zugrunde lagen.

Betrachtet man die gemessenen Abundanzen der zytosolischen und nuklearen Fe/S-Proteine
in den CIA-Depletionsstammen im Vergleich zum Wildtyp, so ergaben die Messreihen
zuverlassige Messwerte fur 13 der 20 bekannten Fe/S-Proteine, welche im Folgenden néher

beschrieben werden (siehe Abbildung 56).
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Abbildung 56: Abundanz von zytosolischen und nuklearen Eisen-Schwefel-Proteinen
unter verschiedenen Depletionsbedingungen. Gezeigt ist die Veranderung der Mittelwerte
der Abundanz von FeS-Proteinen (unten) unter verschiedenen Bedingungen (links) von drei
(Experiment 1) oder vier (Experiment 2-5) biologischen Replikaten. Die Signifikanz entspricht
den mittels Student's T-Test errechneten g-Werten, wobei *,** *** respektive weniger als 0.05,
0.01, 0.001 entspricht. Fehlende Messwerte fir W303 sind gekennzeichnet (n.a.) (Rohdaten
51).

Eine Betrachtung der Abundanzen der Eisen-Schwefel-Proteine bei Depletion zeigt, dass die
Abundanzen des 2Fe2S-Proteins Apdl nicht von der Abundanz der CIA-Maschinerie
abhangig ist. Apdl zeigt eine leicht geringere Abundanz bei Eisendepletion, wahrend die

anderen Depletionsbedingungen zu wenig signifikanten Abundanzanderungen fuhren.

Die Abundanz der anderen Proteine, die alle einen 4Fe4S-Kofaktor besitzen, ist stark von der
Depletion der CIA-Proteine und Eisen im Medium betroffen. Dabei zeigen alle Proteine bis auf

Poll und Tywl eine Verringerung der Abundanz.
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Poll zeigte eine eher gegensatzliche Reaktion auf die Depletion, insbesondere bei starken
Depletionsstammen wie Nar1| konnte eine signifikante Erhéhung der Abundanz festgestellt
werden (> 100 % fur Dre2|, Tah18|/Dre2| und Nar1}).

Die Depletionsstamme zeigten auch unerwartete Auswirkungen auf die Abundanz von Tyw1.
Besonders aufféllig ist eine stark signifikante Erhéhung der Abundanz um mehr als 800 % bei
der Depletion von Grx3 und Grx4, wahrend eine Depletion von Eisen zu einer stark
signifikanten Verringerung der Abundanz um mehr als 50 % fuhrt. Dieser Effekt trat nicht bei

anderen CIA-Klienten auf und ist einzigartig fur das Protein Tyw1.

Dphl und Dph2 zeigen vor allem eine Verringerung der Abundanz um mindestens 50 % in
Grx3/4-Depletionsstammen. Dass beide Proteine ahnlich auf die Depletionsbedingungen

reagieren liegt konnte auf ihrem Vorkommen als Komplexpartner basieren (Dong et al., 2014).

Rad3 zeigt wie die restlichen 4Fe4S-Proteine eine Abundanzverringerung bei der Depletion
der meisten CIA-Proteinen (Abnahme zwischen 35 % und 60 % fur Cfd1| und Cia1]) und bei

der Depletion von Eisen (Abnahme zwischen 50 % und 75 %).

RIlil zeigt auch eine signifikante Abhangigkeit von CIA-Proteinen (Abnahme um bis zu 50 %
fir Nbp35]), Grx3/4- (bis zu 60 % Abnahme) und Eisendepletion (bis zu 45 % Abnahme),
wobei die Depletion von Yael und Ltol die starksten Auswirkungen (mehr als 60 % Abnahme

fur Lto1]/Yae1)) auf RIi1 als Klient im Vergleich zu andere Fe/S-Proteinen zeigt.

Elp3 und Mak16 zeigen eine geringe Verringerung der Abundanz bei der Depletion von Met18,
Yael und Ltol (um bis zu 20 % Abnahme, bzw. 55 % fir Elp3 bzw. Mak16). Die Abundanz
von Mak16 wird durch die Depletion von Dre2 signifikant erhoht (2.2-fach) und durch die
Depletion von Tah18 um 30 % verringert. Eine Doppelmutante fiihrt zu einer unveranderten
Abundanz von Mak16.

Die Abundanz von Met5 wird von fast allen Depletionsbedingungen signifikant verringert
(Abnahme um bis zu 72 %), wobei die geringste Auswirkung bei der Depletion von Ltol und

Yael zu sehen ist.

Die Abundanz von Leul, Pol3 und GIt1 ist im Durchschnitt am starksten durch die Depletion
der CIA-Maschinerie verringert, sodass die Abundanz von Leul, Glt1 und Pol3 durchschnittlich
mindestens um eine GroéRenordnung abnahm. Dabei lagen die Messwerte der Abundanz von
Pol3 in den meisten CIA-Depletionsstdmmen unterhalb der Nachweisgrenze, welche
schatzungsweise um einen Faktor Vier bis 16 von den gemessenen Wildtyp-Abundanzen
entfernt lag. Die Abundanz von Pol3 weist aber durch die grol3e Streuung der Messwerte in

den eisendepletierten Proben keine signifikante Abh&ngigkeit von der Eisenverfligbarkeit auf.
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Eine detaillierte Darstellung der gemessenen und imputierten LFQ-Werte ist dem Anhang

Kapitel 8.4.2 zu entnehmen.

4.6.3 Abundanzen der mitochondrialen FeS-Proteine

Da die Regulation des Eisen-Haushaltes, sowie der Eisen-Schwefel-Proteine ein komplexer
Prozess mit verschiedenen Feedback-Schleifen ist, kann eine Depletion von CIA-Faktoren im
Zytosol auch eine Auswirkung auf die ISC-Maschinerie in den Mitochondrien haben, wobei in
diesem Fall eher von regulatorischen und nicht von stabilitdtsbedingten Abundanzanderungen
auszugehen ist, da die Eisen-Schwefel-Kofaktoren in den Mitochondrien von der ISC-
Maschinerie synthetisiert werden. Die Depletion des verfugbaren Eisens kénnte jedoch
ahnliche Auswirkungen auf die mitochondrialen wie auf die zytosolischen Eisen-Schwefel-
Proteine haben. Aus einer Liste von 30 untersuchten mitochondrialen Fe/S- und ISC-Proteinen

wurden 26 durch die Massenspektrometrie detektiert.

Tabelle 59: Abundanzen mitochondrialer ISC-und Fe/S-Proteine im Wildtyp. Gezeigt sind
die im Wildtyp massenspektrometrisch detektierbaren mitochondrialen 1SC- und Fe/S-
Proteine, sowie der Mittelwert der gemessenen Abundanzen (LFQ) und der errechneten
Abundanz (Molekule pro Zelle) basierend auf einer Veréffentlichung (Ho et al., 2018). Die
Farben zeigen, ob die gemessene Abundanz unter der Nachweisgrenze liegt (rot), in einigen
Replikaten Uber der Nachweisgrenze (gelb) oder in einem Grof3teil der Replikate Gber der
Nachweisgrenze liegt (griin). Manche Proteine sind in fast keinem Wildtypreplikat nachweisbar
(n.a.).

Geschatzte Abundanz im

Proteinbezeichnung LFQ-Wert Wildtyp _
Wildtyp [Molekile/Zelle]
Bol3 n.a. 1951 + 1583
Exo5 n.a. 1680 + 747
Yahl n.a. 3358 + 2617
Yfhl n.a. 2716 + 966
Aim32 24.5 1164 + 782
Iba57 24.9 995 + 709
Isal 25.0 1070 + 945
Ssql 26.3 3335+ 1014
Atm1 26.4 2092 + 820
Boll 26.6 3455 + 2575
Lip5 26.8 3986 + 289
Jacl 26.8 2464 + 605
Arhl 26.9 1945 + 1133
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Bio2 27.2 4780 + 1420

Isa2 27.2 2544 + 1114
Isu2 27.6 4167 + 2065
Isul 28.0 5477 + 4183
Nfsl 28.4 7365 + 3434
Cir2 28.6 3898 + 1439
Nful 28.7 7392 + 2061
Sdh2 29.6 5512 + 2231
Isd11 29.6 5996 + 2990
Lys4 29.8 8761 + 2934
Aco2 30.1 11638 + 5060
Grx5 30.2 4976 + 1740
Mgel 30.3 10216 + 6150
Ripl 30.9 7801 + 3754
Acol 31.3 43808 + 22386
Acpl 31.3 19522 + 5366
llv3 31.5 41540 + 24019

Ahnlich den Werten zu den zytosolischen und nuklearen Eisen-Schwefel-Proteinen wurden
auch bei manchen mitochondrialen Proteinen Werte nahe der Nachweisgrenze gemessen
(siehe Tabelle 59).

Die Depletion von Eisen zeigte die starkste Auswirkung auf mitochondriale Eisen-Schwefel-
Proteine. Auch die Depletion von Grx3 und Grx4 fuhrt, wahrscheinlich Uber die
Beeintrachtigung der Eisenhomgostase, zu ahnlichen Auswirkungen auf die Abundanz der
mitochondrialen Eisen-Schwefel-Proteine. Zu erkennen ist der grof3e Unterschied zwischen
der Depletion von Grx3/4 und Eisen im Vergleich zur Depletion der restlichen CIA-Maschinerie,
da die letztere eine deutlich geringere Auswirkung zeigt. Zur besseren Ubersicht wurden die

untersuchten mitochondrialen Proteine in drei Gruppen unterteilt (siehe Abbildung 57).
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Abbildung 57: Abundanz von mitochondrialen Eisen-Schwefel- und ISC-Proteinen im
Vergleich zum Wildtyp. Gezeigt sind Differenzwerte der mittleren LFQ-Intensitat von
Depletionsstammen und des im selben Experiment gemessenen Wildtyps. Dabei wurden
biologische Replikate (n = 3 oder 4) verwendet. Alle per Massenspektrometrie messbaren
Proteine wurden aufgetragen, wobei bei fehlenden Messwerten Werte aus einer
Standardverteilung imputiert wurden, solange in mindestens einem Stamm mindestens 3
Werte gemessen wurden. Die Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten
g-Werten, wobei ****** regpektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht. Fehlende

Messwerte fur W303 sind gekennzeichnet (n.a.) (Rohdaten 45).

122



Die Abundanzen der |ISC-Proteine ohne Fe/S-Kofaktor zeigen die geringste
Abundanzanderung der drei Gruppen. Es sind sowohl erhohte, als auch verringerte
Abundanzen als Reaktion auf die CIA- und Eisendepletion feststellbar. Dabei sticht
insbesondere Ssql mit seiner signifikant erhdhten, und Ervl mit seiner signifikant verringerten
Abundanz bei den meisten Bedingungen hervor. Mdglicherweise spielen hier regulatorische
Effekte die grofdte Rolle.

Die Abundanzen der ISC-Proteine mit Fe/S-Kofaktor zeigen eine homogenere Reaktion auf
die CIA- und Eisendepletion. Insbesondere die Eisendepletion fiihrt zu einer signifikanten
Verringerung der Abundanz der untersuchten Proteine. Auch in den meisten anderen
Depletionsbedingungen ist eine, wenn auch geringere, Abundanzverringerung zu beobachten.
Einen Ausreil3er stellt hierbei Isu2 dar, es zeigt erhéhte Abundanz bei der Depletion von Grx3
und Grx4.

Die Abundanzen der restlichen mitochondrialen Fe/S-Proteine werden stark durch die
Verfligbarkeit von Eisen und Grx3/4 beeinflusst. Eine Depletion fuhrt zu einer signifikant
verringerten Abundanz bei nahezu allen Fe/S-Klienten. Der Effekt ist mindestens genauso
stark ausgepragt wie die Auswirkungen von Eisen- und Grx3/4-Depletion auf zytosolische und
nukleare Fe/S-Proteine. Die Depletion der restlichen CIA-Proteine zeigt eine deutlich geringere
Auswirkung auf die Abundanzen der mitochondrialen Fe/S-Klienten. Dennoch ist auch hier in
den meisten Féllen eine Verringerung der Klientenabundanz zu beobachten. Am stérksten
wirkt sich dieser Effekt auf die Abundanz von Ilv3, Lys4, Bio2, Aco2 und Sdh2 aus. Aul3erdem
ist zu beobachten, dass die Depletion der friheren CIA-Faktoren, insbesondere Dre2 und
Narl, die Abundanz starker beeinflusst als die Depletion des ClA-targeting-Complex. Eine

Kommunikation zwischen Zytosol (friihe CIA) und Mitochondrium (ISC) erscheint moglich.
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4.6.4 Abundanzénderungen der naheren Umgebung von Fe/S-Proteinen

Nicht nur die Fe/S-Proteine selbst, sondern auch Komplexpartner und andere am selben
Stoffwechselweg beteiligte Proteine kénnen durch die Depletion der CIA-Proteine beeinflusst
werden. Eine mogliche Konsequenz ist eine Destabilisierung von direkten Komplexpartnern,
was sich deutlich bei den Proteinen Ncs6 und Ncs2, sowie Met5 und Metl0 zeigt. Andere
Proteine welche eine Ko-Destabilisierung der nachsten Komplexpartner zeigen sind Dph1 und
Dph2, Rad3 und Tfb5, Mak16 und Rrpl, sowie Elp3 und Elp1.
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Abbildung 58: Anderungen der Abundanz von Komplexpartnern und Proteinen
desselben Stoffwechselweges der zytosolischen FeS-Proteine. Gezeigt sind die
Anderungen der Abundanzen der Proteine im Vergleich zum Wildtyp, wobei die Proteine nach
Interaktionen gruppiert sind. Dabei markiert ein griiner Kreis die FeS-Proteine, ein gelber Kreis
markiert direkte Interaktionen, vor allem in Form von Komplexbildung und ein grauer Kreis
markiert Proteine desselben Stoffwechselweges. Die Signifikanz entspricht den mittels
Students T-Test errechneten g-Werten, wobei *** *** respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001
entspricht (Rohdaten 61).
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4.6.5 Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Grx3|- und Grx4|-Proteome

Die Unterschiede zwischen den Paralogen Grx3 und Grx4 sind zum jetztigen Stand der
Forschung ungeklart. Daher sollen im folgenden die Auswirkungen der Depletion von Grx3

oder Grx4 auf das Proteom der Zelle ndher untersucht und verglichen werden.
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Abbildung 59: Volcano Plot der Grx3/4-Depletionsstamme. Gezeigt sind zwei Volcano

Plots der gemessenen Proteome des AGrx3/GalL-Grx4-Stammes (oben), bzw. AGrx4/GalL-
Grx3-Stammes (unten) im Mittelwert (n = 4) (Rohdaten 74).
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Grx3 und Grx4 sind durch Genduplikation entstandene Proteine, welche eine bisher nicht
vollstandig geklarte Rolle in der zytosolischen Fe/S-Biogenese spielen. Wahrend die DNA der
meisten anderen Organismen nur eine Kopie dieses Proteins kodiert, deutet die Konservierung
der beiden Paraloge in Hefe auf eine funktionelle Differenzierung der beiden Proteine hin.
Trotzdem sind die Proteine so ahnlich, dass eine Depletion oder Deletion von nur einem der

Beiden einen unveranderten Phénotyp der Zellen zeigt.
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Abbildung 60:Unterschiede von Grx3| und Grx4|. Gegeneinander aufgetragen wurde die
Differenz der Proteinabundanzen von zwei Depletionsstdmmen im Vergleich zum Wildtyp
(n = 4). Die 37 Proteine mit der hdchsten Differenz zwischen den beiden Depletionsstammen
wurden in der Grafik benannt (Rohdaten 74).

Ein Vergleich der Volcano Plots der gemessenen Proteome beider Stamme zeigt
Ahnlichkeiten und Differenzen (siehe Abbildung 59). In beiden Hefedepletionsstammen erhéht
sich die Abundanz von Lsol, Fet3, Fet5 und Ftrl welche bei Eisenmangel vermehrt exprimiert
werden. Das mdglicherweise an der Kupferhomoéostase beteiligte YOR389W weist auch in
beiden Stdmmen eine erhohte Abundanz auf. Desweiteren verringert sich in beiden
Hefestammen die Abundanz der zytosolischen und mitochondrialen Fe/S-Proteine,
beispielsweise: Glt1, Leul, Acol, Aco2, Sdh2 und Ilv3. Proteine, welche an der ETC beteiligt
sind, zum Beispiel Qcr9, Qcr6 zeigen auch eine verringerte Abundanz in beiden Stammen, wie

auch Cyb2, Cttl und die Alkohol-Dehydrogenasen Adh5 und Adh7.
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Eine Auftragung der Differenzen beider Proteome zum Wildtyp erlaubt eine Betrachtung der
Unterschiede zwischen den Stammen (siehe Abbildung 60). Proteine, welche stark von einer
Diagonalen abweichen, zeigen unterschiedliche Abundanzanderungen in beiden Stammen.
Die 20 groRten Unterschiede (Faktor > 10) zwischen den Stammen zeigen die Proteine
YIL169C (Cssl), Zrtl (Zinktransporter), Atpl7 (ATP-Synthase), Leu2 (Leucinsynthese), Pdc6
(Pyruvat-Decarboxylase), Sntl (Histon-Deacetylase), Rad7 (NER), Yap3
(Transkriptionsfaktor), Sss1l (ER-Transporter), Senl (Helikase), Bud2 (Zellteilung), Coa3
(Cytochrom c-Oxidase Assemblierung), Sap30 (Histon-Deacetylase-Komplex), YBR126W-A
(Meol), Mpt5 (Glutamat-Biosynthese), Rcf2 (Cytochrom c-Oxidase Untereinheit), Kkqg8
(Protein-Kinase), YLR118C (Acyl-Protein-Thioesterase), Gtt2 (Glutathion-Transferase) und
Hsl1l (Protein-Kinase, Zellteilung). Auffallig ist, dass keine Fe/S- oder Fe/Cu-Homobostase-
Proteine unter diesen, in beiden Stammen unterschiedlich abundanten, Proteinen zu finden
sind. Das deutet wiederum auf eine hohe Ahnlichkeit der Aufgaben beider Proteine in diesen
Bereichen hin. Eine Differenzierung in anderen Funktionen kann aufgrund der Daten allerdings

als wahrscheinlich angesehen werden.

4.6.6 Abundanzanderung der eisenhaltigen-Proteine

Zuruckliegende Studien konnten einige Proteine der Hefe als eisenhaltig klassifizieren (siehe
Einleitung Tabelle 1). Eine Betrachtung der eisenhaltigen zytosolischen und nuklearen
Proteine zeigt eine starke Abhangigkeit der Abundanz dieser Proteine von Eisen im Medium
(siehe Abbildung 61). Dabei zeigt eine Mehrheit der eisenhaltigen Proteine eine verringerte
Abundanz als Reaktion auf die verringerte Eisenverfiigbarkeit. Einige Proteine zeigen

allerdings einen gegenteiligen Effekt, vermutlich durch regulatorische Effekte bedingt.

Die Betrachtung der eisenhaltigen Proteine im ER und der Vakuole zeigen ein gespaltenes
Bild (siehe Abbildung 62). Wahrend eine Halfte mit einer signifikant verringerten Abundanz auf
die Depletion von Eisen reagiert, zeigt die andere Halfte eine signifikant erhdhte Abundanz.
Wieder zeigt eine Grx3/4-Depletion ein ahnliches Bild wie eine Eisendepletion. Die Proteine
Erg25 (Fe), Fre8 (Ham) und Fre6 (Ham) konnten nur in manchen Proben nachgewiesen
werden. Dabei ist hervorzuheben, dass Fre6, ein in der Vakuole lokalisiertes, an der
Eisenhomoostase beteiligtes Protein, durch die Depletion von Grx3/4 eine erhdhte Abundanz

aufwies.
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Abbildung 61: Anderung der Abundanz von zytosolischen und nuklearen eisenhaltigen
nicht-Fe/S Proteinen. Gezeigt sind die Anderungen der Abundanzen der Proteine im
Vergleich zum Wildtyp. Die Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-
Werten, wobei *,** *** respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht (Rohdaten 68).
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Abbildung 62: Anderung der Abundanz von eisenhaltigen Proteinen im ER und der
Vakuole. Gezeigt sind die Anderungen der Abundanzen der Proteine im Vergleich zum
Wildtyp. Die Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-Werten, wobei
* xx +x* raspektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht (Rohdaten 68).
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Eine Betrachtung der mitochondrialen eisenhaltigen Proteine zeigt eine starkere
Abhangigkeit von Eisen und Grx3/4 als von der CIA-Maschinerie im Vergleich zu zytosolischen
und nuklearen Proteinen (siehe Abbildung 63). Fast alle diese Proteine weisen eine signifikant
verringerte Abundanz als Reaktion auf Eisen- und Grx3/4-Depletion auf. Die wenigen Proteine,
deren Abundanz steigt, sind nahe der Nachweisgrenze mit dadurch mdglicherweise nicht
aussagekraftigen Werten. Wahrenddessen fuhrt die Depletion der CIA-Proteine auch zu einer
Verringerung der Abundanz, allerdings weniger ausgepragt. Die einzige Ausnahme bilden die
Proteine Thi4 und Fre5. Die Thiazol-Synthase Thi4, welche ein Eisenkation pro Protein bindet,
zeigt signifikant erhdhte Abundanz bei Eisendepletion. Die zur Eisenaufnahme wichtige Eisen-
Reduktase Fre5, welche einen Ham-Kofaktor ligiert, weist auch eine signifikant erhéhte
Abundanz bei Eisendepletion auf. Zusatzlich ist die Abundanz bei Grx4-Depletion signifikant
erhoht, bei Grx3-Depletion jedoch nicht. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die Differenzierung
der Funktion von Grx3 und Grx4. Gezeigt sind diese Daten hier nicht, da fur diese beiden
Proteine nur bei Eisen-, bzw. Eisen- und Grx3/4-Depletion valide, unimputierte Messwerte

beobachtet werden konnten.

o 5 I SN
2 R I
S = OO A
2w oEm S a 2 N
(o] ~ el Y~y — =~ 7
FE LR EEEEEEE R
Eaﬁbzgzﬂmubgqﬁqool%
| | | | | | | | | | | | |
Cyb2 - ek FEE ¥ PP -'- =1 = >3 -
Cycl_ % s PP -- sk % s - S
Sdh3 -- HEEEN - --- E
E Copl: s o a g
S Sdhd Jne oo I - - .- -na HE EE| o
Coxl- [ssssse e - :
COX]S - % ook Kokl ok ook | ook * ok ;
Cyc74 HM*=+ - EHHNE - = 2
MSSS] - * * k  kk kEkk kkE Eg
Fe Hemls - ek kEkE kE kk kK .- * % k% EE] <3 5

Abbildung 63: Anderung der Abundanz von mitochondrialen eisenhaltigen Proteinen.
Gezeigt sind die Anderungen der Abundanzen der Proteine im Vergleich zum Wildtyp. Die
Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-Werten, wobei * ** ***
respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht (Rohdaten 68).
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4.6.7 Abundanzénderung der Glykolyse

Die Glykolyse ist ein wichtiger Bestandteil des Energiehaushaltes der Hefe, weshalb eine
Auswirkung der CIlA-Depletion auf die Abundanz der Glykolyseproteine einen
Erklarungsansatz fir den Phanotyp der Depletionsmutanten liefern kénnte. Wéhrend die
Depletion der CIA-Proteine eine unterschiedliche Abundanzénderung auslost gibt es dennoch
Gemeinsamkeiten. Die Depletion von Tah18, Dre2 und Narl zeigen eine deutlich verringerte
Abundanz nahezu aller Proteine der Glykolyse. Die Depletion von Grx3/4 und Eisen zeigt
hingegen eine deutliche erhéhte Abundanz der Proteine der Glykolyse. Eine Korrelation mit
den Verdopplungszeiten als Marker fir den Zustand der Zellen ist hier nicht zu erkennen,
wodurch eine Beeintrachtigung der Glykolyse als Ursache flr das gehemmte Wachstum
unwahrscheinlich erscheint. Die signifikante Depletion von Fba1 kann auch auf ,Moonlighting®
hindeuten, wobei Proteine neben ihrer Hauptfunktion weitere Funktion in der Zelle
Ubernehmen. Neben seiner Funktion in der Glykolyse konnten bereits weitere Interaktionen
von Fbal mit der RNA-Polymerase lll beobachtet werden (Ciesla et al., 2014). Proteine,
welche Pyruvat als Substrat nutzen, wie Pdcl oder der Pyruvatdehydrogenasekomplex,
zeigen keine signifikante Abundanzanderung (siehe Kapitel 4.6.9). Eine genauere Auflistung

kann dem Anhang entnommen werden (siehe Abbildung 122).

GO >.E>.E>o<.

) > 2-fache W303-Abundanz

CIA-Proteine]

( | | Geringe Abundanzinderungen
(ohne Grx3/4) ¢ §
. < (0.5-fache W303-Abundanz

Abbildung 64: Auswirkungen der CIA-Depletion auf den Stoffwechselweg der
Glykolyse. Gezeigt ist der Stoffwechselweg der Glykolyse mit den Metaboliten (gelbe Ovale)
und den Enzymen, welche die Reaktionen katalysieren (Pfeile). Ein griiner Pfeil zeigt eine
Anreicherung dieses Proteins im Mittelwert aller CIA-Depletionsstamme (mit Ausnahme von
Grx3/4]). Ein roter Pfeil zeigt eine Abnahme der Abundanz im Mittelwert aller CIA-
Depletionsstdmme (mit Ausnahme von Grx3/4)). Alle anderen Glykolyseproteine andern sich
im Mittelwert um weniger als den Faktor 2 (Rohdaten 60).
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4.6.8 Abundanzanderung im Citratzyklus

Ein weiterer zentraler Bestandteil des Energiehaushaltes der Zelle ist der Citratzyklus (siehe
Abbildung 65). Geringe Anderungen konnen starke Auswirkungen auf den

Wachstumsphanotyp haben.
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Abbildung 65: Auswirkungen der CIA-Depletion auf den Citratzyklus. Gezeigt ist der
Citratzyklus mit den Metaboliten (gelbe Ovale) und den Enzymen, welche die Reaktionen
katalysieren (Pfeile). Ein griner Pfeil zeigt eine Anreicherung dieses Proteins im Mittelwert
aller CIA-Depletionsstamme (mit Ausnahme von Grx3/4]). Ein roter Pfeil zeigt eine Abnahme
der Abundanz im Mittelwert aller CIA-Depletionsstamme (mit Ausnahme von Grx3/4]). Alle
anderen Citratzyklusproteine andern sich im Mittelwert um weniger als den Faktor 2
(Rohdaten 62).
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Die Abundanz der Proteine Sdh3 und Sdh4 ist um durchschnittlich 72%, bzw. 58% verringert,
wahrend die anderen Proteine dieses Komplexes auch eine signifikante Verringerung der
Abundanz aufweisen. Genauere Abundanzen bei verschiedenen Depletionsbedingungen
kénnen dem Anhang entnommen (siehe Abbildung 123) werden. Komplex 2 beinhaltet neben
Fe/S-Clustern auch Flavin-Kofaktoren, weshalb eine Betrachtung der Abundanzen von deren
Biosynthese weitere Einblicke liefern kann. Desweiteren zeigen die Enzyme, welche a-
Ketoglutarat, welches in der Glutamatbiosynthese verwendet wird, synthetisieren und

verwenden eine geringe Abundanzerhdhung.

4.6.9 Abundanzanderung der Pyruvatdehydrogenase

Die Proteine des Pyruvatdehydrogenasekomplexes (PDC) synthetisieren das fir den
Citratzyklus bendtigte Acetyl-CoA, zeigen aber nur leichte Abundanzanderung durch die
Depletion der CIA-Proteine. Eine genauere Auflistung der Abundanzen ist im Anhang zu finden

(siehe Abbildung 125).
Acetyl-
Pdaly,q) Dihydrolipo Latl Acetyl-
Pdb] namid CoA

( | ) Geringe Abundanzénderungen

Abbildung 66: Auswirkungen der CIA-Depletion auf die Pyruvatdehydrogenase. Gezeigt
ist die durch den Pyruvatdehydrogenasekomplex katalysierte Reaktion. Dabei ist keine
Abundanzanderungen um mehr als den Faktor 2 erkennbar (Rohdaten 64).

4.6.10 Abundanzanderung der Atmungskette

Wie bereits im Citratzyklus zu beobachten, ist die Abundanz des Komplex 2 stark verringert,
weshalb Auswirkungen auf die Atmungskette mdglich erscheinen. Neben der bereits
beobachteten Abnahme der Proteine aus Komplex 2 zeigt nur ein weiteres Protein der
Atmungskette stark verringerte Abundanz (Qcr9), welches allerdings wahrscheinlich auf
Messwerte nahe der Nachweisgrenze zurtickzufiihren ist (siehe Abbildung 67). Im Vergleich
hierzu fuhrt eine Depletion von Grx3/4 oder Eisen zu einer signifikanten Abundanzverringerung
Uber die gesamte Atmungskette hinweg. Eine genauere Auflistung findet sich im Anhang
(siehe Abbildung 124).
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NADH-DH  KomplexII KomplexIIIT  Komplex IV

Qerl10 Coxl1
Qcr9 | Cox2
Qcr8 Cox4
Qer7 Cox5A Cox3*
Sdhl Sdh4| Qcré Cox6 Cox7*
Ndil Sdh2 Sdho* Qcr2 Cox9 Cox8*
Sdh3 | Corl Cytl Cox12 *n.d.
Ripl Cobl* Cox13

/

Abbildung 67: Auswirkungen der CIA-Depletion auf die Atmungskette. Gezeigt ist die
Atmungskette mit den Proteinen, welche die Komplexe bilden. Ein Pfeil nach unten zeigt eine
Abnahme der Abundanz im Mittelwert aller CIA-Depletionsstamme (mit Ausnahme von
Grx3/4]) um mehr als den Faktor 2. Alle anderen Proteine der Atmungskette andern sich im
Mittelwert um weniger als den Faktor 2 oder sind nicht nachweisbar (*) (Rohdaten 63).

4.6.11 Abundanzéanderung der Garung

Die Garung in der Hefe wird extensiv zur Bereitstellung von Energie unter anaeroben
Bedingungen verwendet. Wahrend Adh5 eine deutliche Abundanzverringerung bei allen CIA-
Mutanten zeigt (um mehr als 63%), ist die Erhéhung der Abundanz von Adh4 (bis zu 8-fach)
durch starke Schwankungen innerhalb der Messreihen weniger signifikant. Die Abundanz der
Proteine, welche Pyruvat als Substrat nutzen steigt bei CIA-Depletion auch deutlich (8-fach fir
Pdc6, bzw. 2-fach fir Pdc5) (siehe Abbildung 68). Genauere Abundanzwerte und
Signifikanzen kénnen dem Anhang entnommen werden (siehe Abbildung 125).

) > 2-fache W303-Abundanz
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Pdc5

Pdcl

Abbildung 68: Auswirkungen der CIA-Depletion auf die Garung. Gezeigt sind Prozesse
der Glukosefermentation und die daran beteiligten Proteine. Ein roter Pfeil nach zeigt eine
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Abnahme der Abundanz im Mittelwert aller CIA-Depletionsstamme (mit Ausnahme von
Grx3/4]) um mehr als den Faktor 2, ein griner Pfeil zeigt eine Zunahme. Alle anderen
gezeigten Proteine &ndern sich im Mittelwert um weniger als den Faktor 2 (Rohdaten 64).

4.6.12 Abundanzénderung des Pentosephosphatweges

Eine weitere Mdoglichkeit um Energie und NADPH aus Glukose zu gewinnen ist der
Pentosephosphatweg. Hierbei zeigen sich keine signifikante Verdnderungen durch die
Depletion der CIA-Proteine (siehe Abbildung 69). Genauere Abundanzanderungen sind dem

Anhang zu entnehmen (siehe Abbildung 126).
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Abbildung 69: Auswirkungen der CIA-Depletion auf den Pentosephosphatweg. Gezeigt
ist der Pentosephosphatphatweg. Die Abundanzen der beteiligten Proteine andern sich im
Mittelwert (mit Ausnahme von Grx3/4|) um weniger als den Faktor 2 (Rohdaten 65).
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4.6.13 Abundanzanderung der THF-Biosynthese und -Wiederverwertung

Die Betrachtung der THF-Biosynthese und des ,Glycin-cleavage“-Systems zeigen eine
maximale Abundanzéanderung von 25% (siehe Abbildung 70). Genauere Abundanzwerte sind

dem Anhang zu enthehmen (siehe Abbildung 127).
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Abbildung 70: Auswirkungen der CIA-Depletion auf die die THF-Biosynthese und
Wiederverwertung. Gezeigt sind Prozesse der THF-Biosynthese und der daran beteiligten
Proteine. Die Abundanzen der beteiligten Proteine &ndern sich im Mittelwert (mit Ausnahme
von Grx3/4|) um weniger als den Faktor 2 (Rohdaten 66).
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4.6.14 Abundanzanderungen der Flavoproteine und deren Synthese

Sdhl besitzt zwar kein Eisen-Schwefel-Cluster, allerdings ist es in einem Komplex mit Sdh2
aufzufinden, welches ein Eisen-Schwefel-Protein ist. Sdh2 zeigt keine Abhangigkeit von der
CIA-Maschinerie, allerdings eine starke Abhé&ngigkeit von Eisen, wie zu erwarten fur ein
mitochondriales Eisen-Schwefel-Protein. Sdh1l bendtigt Sdh5 zur Assemblierung (Hao et al.,
2009), welches auch keine Abhangigkeit von den untersuchten Depletionsbedingungen zeigt.
Die anderen beiden Komplexpartner des Heterotetramers Sdh3 und Sdh4 (Kim & Winge,
2013) zeigen eine Abhé&ngigkeit von den Depletionsbedingungen &ahnlich wie sie Sdhl zeigt,
allerdings sind die Daten nah am Detektionslimit, weshalb sie nicht als signifikant erachtet
werden konnen. Auffallig ist die erh6hte Abundanz von FAD/FMN-haltigen Proteinen, weshalb
im Folgenden alle Flavoproteine in Abbildung 72, sowie die Biosynthese von Riboflavin
Abbildung 71 genauer betrachtet wurde. Flavoproteine lassen sich in verschiedene Gruppen
unterteilen. Die gré3te Gruppe beinhaltet die Eisen- und Kupfer-Reduktasen (FRE1-8, AIM14)
(Gudipati et al., 2014). Diese werden zum Grof3teil durch eine Depletion von Eisen und Grx3/4
stark induziert, um die negativen Folgen eines Eisenmangels zu beheben. Das
Kupferregulierte Fre7 zeigt keine auffdllige Abundanzanderung bei Eisendepletion, die
Depletion von Grx3/4 fihrt jedoch zu einer erhdhten Abundanz des Proteins. Das Homolog
Aim14 zeigt eine erhdhte Abundanz durch die Depletion einiger friher CIA-Faktoren,
allerdings sind manche Messreihen nahe des Detektionslimits fiir diese Proteine. Laut Literatur
sollte die Abundanz beider Proteine nicht von der Eisenabundanz abhéangig sein (Georgatsou
& Alexandraki, 1999). Die zweitgrof3te Flavinprotein-Familie besteht aus vier tRNA-
Dihydrouridinsynthasen (DUS1-4) (Gudipati et al.,, 2014). Diese Proteine zeigen keine
besondere Abhéngigkeit der CIA- oder Eisen-Abundanz. Die Gruppe der flavodoxinartigen
Proteine, bestehend aus Pst1 (involviert in der Regulation der Zellintegritat), Rfs1 (unbekannte
Funktion) und Ycp4 (involviert in Ferroptose), zeigen unterschiedliche Reaktionen auf die
verschiedenen Depletionsbedingungen. Insbesondere Rfsl zeigt eine verringerte Abundanz
bei fast allen Depletionsbedingungen. Das Heterodimer aus Aim45 und Cirl zeigt keine
Veranderung, deren Elektronenakzeptor Cir2 (ein mitochondriales Fe/S-Protein) jedoch zeigt

eine stark verringerte Abundanz bei Eisendepletion.

Andere Studien stellen die These auf, dass Apo-Sdhl ohne den FAD-Kofaktor instabil und
degradiert wird (Kim & Winge, 2013). Da Riboflavin als Edukt fiir die Biosynthese von FAD und
FMN im Zytosol gebildet wird (Gudipati et al., 2014), ist es méglich, dass die Anreicherungen
der signifikanten Abundanzanderung von FAD- und FMN-konjugierten Proteinen auf die
Biosynthese des Kofaktors zurlickzufuhren ist. Allerdings zeigen diese Proteine keinen

signifikanten Trend in ihrer Abundanzéanderung. Nur die Proteine Flc1-3, welche FAD in das
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ER transportieren, zeigen eine deutliche Erhdhung der Abundanz, welche allerdings durch
fehlende Werte in den Messungen nicht als signifikant erachtet werden kann. Die Depletion
unterschiedlicher CIA-Proteine zeigt nur geringe Unterschiede der Abundanzanderungen der
Flavinbiosynthese. Genauere Daten und Signifikanzen der an der Flavoproteinbiosynthese

beteiligten Proteine kénnen dem Anhang enthommen werden (siehe Abbildung 128).

Zytosol | ER

\l > 2-fache W303-Abundanz

.t] Geringe Abundanzinderungen

. = (0_5-fache W303-Abundanz

flavin

Abbildung 71: Auswirkungen der CIA-Depletion auf die Riboflavin-, FMN- und FAD-
Biosynthese. Gezeigt sind Prozesse der Flavobiosynthese und die daran beteiligten Proteine
sowie der Intermediate 2,5-Diamino-6-(5-phospho-D-ribosylamino)pyrimidin-4(3H)-on
(DARP), 2,5-Diamino-6-(5-phospho-D-ribitylamino)pyrimidin-4-(3H)-on (DRAP), 5-Amino-6-
(D-ribitylamino)uracil (ARU), 1-Deoxy-L-glycero-tetrulose 4-Phosphat (DHBP) und 6,7-
Dimethyl-8-(1-D-ribityl)lumazine (DDRL). Ein roter Pfeil nach zeigt eine Abnahme der
Abundanz im Mittelwert aller CIA-Depletionsstdmme (mit Ausnahme von Grx3/4|) um mehr
als den Faktor 2, ein gruiner Pfeil zeigt eine Zunahme. Alle anderen gezeigten Proteine &ndern
sich im Mittelwert um weniger als den Faktor 2. Fur die Intermediate wurden Abklrzungen
verwendet, Die Liste der beteiligten Proteine wurde auf Basis einer Veroffentlichung erstellt
(Gudipati et al., 2014). Eine detaillierte Auflistung der Proteinabundanzen kann dem Anhang
entnommen werden (Rohdaten 55).
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Abbildung 72: Abundanzen der Flavoproteine von S.cerevisiae. Gezeigt sind die
Anderungen der Abundanzen der Flavoproteine im Vergleich zum Wildtyp. Die Signifikanz
entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-Werten, wobei *,** *** respektive weniger
als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht. Fehlende Messwerte bei Mutante und Wildtyp wurden
gekennzeichnet (n.a.). Die Einordnung als Flavoproteine wurde auf Basis der Literatur
unternommen (Gudipati et al., 2014) (Rohdaten 55).
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4.7 ,,Branching” in der CIA-Maschinerie

4.7.1 Reifung von Fe/S-Proteinen durch Ltol und Yael

Ltol und Yael sind bekannt als CIA-Faktoren, die fUr die Reifung von RIlil bendtigt werden.
Dabei ist aber nicht endgultig geklart, ob es dies die einzige Funktion ist, weshalb im
Folgenden die Auswirkungen der Ltol und Yael-Depletion auf andere Fe/S-Proteine
untersucht wird. Dazu wurden folgende Annahmen getroffen: Ltol und Yael sind bei der
Reifung von RIil als Komplex beteiligt, kbnnten moéglicherweise bei anderen Reifungen aber
auch alleine wirken, dennoch sollte im doppelmutierten Depletionsstamm immer auch eine
Abundanzanderung zu sehen sein. Inshesondere sollte die Depletion beider Proteine in der
Doppelmutante bei Klientenproteinen eine genauso oder wahrscheinlich noch starker
verringerte Abundanz auslésen als die Depletion eines einzelnen Adaptorproteins. Eine
Beladung eines untersuchten Klientenproteins durch Yael und Ltol kann also in allen
Stdmmen als unwahrscheinlich angesehen werden, wenn die Doppelmutante eine signifikant
geringere Abundanzanderung als der Mittelwert bei der Depletion anderer CIA-Faktoren
aufweist. Zweitens sollte die Abundanzverringerung eines Klientenproteins auch bei der
einzelnen Depletion von Yael oder Ltol ahnlich stark oder starker als bei der Depletion
anderer CIA-Proteine ausfallen. Eine Betrachtung der Abundanzé&nderungen der bekannten
Fe/S-Proteine bei der Depletion von Yael und Ltol zeigt, dass nur RIlil als bekanntes
Klientenprotein dieser CIA-Faktoren die vorher genannten Bedingungen erfllt. Poll, Met5,
Leul und GItl zeigen zwar auch eine verringerte Abundanz bei der Depletion von Yael und
Lto1, allerdings fallt die Anderung im Gegensatz zu Rlil1 deutlich geringer aus als der Mittelwert
bei der Depletion anderer CIA-Faktoren. Pol3 zeigt eine signifikant verringerte Abundanz bei
der Depletion der Einzelstamme. Allerdings sind die Messwerte der Einzelstamme imputiert
wahrend die Datenserie der Doppelmutante, welche keine imputierten Datenpunkte aufweist,
keine verringerte Abundanz von Pol3 belegen konnte.

In Ubereinstimmung mit Paul et al. 2015 konnte eine klare Abh&ngigkeit des Fe/S-Proteins
Rli1 von den Adaptorproteinen Yael und Ltol gezeigt werden (siehe Abbildung 73). Der
Vergleich der Abundanzen mit den Abundanzen in anderen CIA-Depletionsstammen zeigt
auch, dass RIi1 von den in dieser Studie messbaren zytosolischen und nuklearen Fe/S-

Proteinen als einziges Yael oder Ltol als Adaptor benétigt.
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Abbildung 73: Reifung von Fe/S-Proteinen durch Yael und/oder Ltol. Gezeigt sind die
Differenzen der Abundanzen von bekannten Fe/S-Proteinen in den Depletionsstammen
GalL-Ltol (hellgrau), GalL-Yael (grau) und GalL-Ltol/GalL-Yael (dunkelgrau) zum Wildtyp.
Zum Vergleich wurde der Mittelwert der Differenzen in allen anderen CIA-Depletionsstammen
aufgetragen (rot) (Rohdaten 51).

Ein Vergleich der Abundanzveranderungen bei Yael- und Ltol-Depletion mit den mittels
anderen Methoden gemessenen Anderungen bei Paul et al. 2015 zeigen eine klare
Ubereinstimmung der qualitativen Aussage zur Funktion von Ltol und Yael Adaptorproteine
(siehe Tabelle 60). Neben den acht in der Veréffentlichung untersuchten Proteinen konnte fir
13 weitere Proteine eine Beladung durch die Adaptorproteine Yael und Ltol als
unwahrscheinlich erachtet werden, wobei nur zwei der Proteine sicher als Klient
ausgeschlossen werden kénnen (siehe Diskussion Kapitel 5.6.3). Da die letzte Messserie
(Serie 5) die hochste Abdeckung des Proteoms zeigte, wurden fir den Vergleich mit den
Literaturwerten die Messwerte der Yael-/Ltol-Doppelmutante, gemessen in Messserie 5, als

Vergleich herangezogen.
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Tabelle 60: Yael und Ltol in der Fe/S-Reifung. Gezeigt sind die Veranderungen des >°Fe-
Einbaus und der Aktivitat zytosolischer Fe/S-Proteine bei der Depletion von Yael und Ltol in
der Literatur im Vergleich zu den Abundanzénderungen dieser Arbeit. Die Literaturwerte
wurden anhand von Grafiken der genannten Quelle bestimmt. Die Werte dieser Arbeit
beziehen sich auf den Mittelwert der Abundanzanderung (LFQ-Intensitdt) und dessen
Standardabweichung der Yael/Ltol-Doppelmutante unter Ausschluss von Datenserien ohne
Messwerte (Rohdaten 71).

Protein (Paul et al., 2015) Diese Arbeit!
RIi1 ~ - 90 % (*°Fe-Einbau) -62+9%
Rad3 ~ - 25 % (*°Fe-Einbau) +15+12%

Ntg2 ~ + 10 % (**Fe-Einbau) n.d.
Pol3 ~ + 12 % (**Fe-Einbau) +63+4%
Leul ~ - 17 % (Aktivitat) -33+8%
Nbp35 ~+ 11 % (*°Fe-Einbau) -12+5%
Met5 kein Phanotyp (Aktivitat, qualitativ) -2322%
Narl ~ 0 % (**Fe-Einbau) +8+13%
Ncs6 +8+8%
Poll +0+£10%
Pol2 +17+£22%
Tywl +6+6%
Apdl +21+£10%
Dph1 +28+12 %
Dph2 +37+17%
Elp3 +20+7%
Mak16 +77+22%
Gltl -38x7%
Dre2 -30+18%
Grx3 -20+18%
Grx4 +52+9%

4.7.2 Reifung der 60S- und 40S-Ribosomenuntereinheiten

Die Betrachtung der Messwerte zeigte signifikante Veranderungen ribosomalen Proteine in

mutierten Hefestammen. In Nar1|-Hefezellen zeigten 41 ribosomale Proteine der grof3en

Untereinheit eine verringerte Abundanz, 13 eine erhohte Abundanz. Da ein Fe/S-haltiges

Protein an der Reifung von Ribosomen beteiligt ist (Mak16), wurden die Auswirkungen der

CIA-Depletion auf die Ribosomenbiogenese untersucht. Falls der fehlende Fe/S-Kofaktor von
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Mak16 ursachlich fir die Abundanzanderungen der ribosomalen Proteine ist, so mussten alle
CIA-Depletionstamme (ohne Yae1|/Lto1]) ahnliche Auswirkungen auf die Ribosomenreifung
haben. Entgegen dieser Hypothese zeigen unterschiedliche Depletionsstamme
unterschiedliche Auswirkungen auf die Reifung der zytosolischen Ribosomen (siehe Abbildung
74). Die doppelmutierten Stamme zeigen eine addierte Wirkung der Einzelmutanten. Eine
Depletion von Eisen oder von Proteinen die an der Eisenhomdostase beteiligt sind (Grx3/4)
zeigen keine signifikante Abweichung von einer Normalverteilung, obwohl Mak16 auch in
diesen Stammen eine verringerte Abundanz aufweist. Diese Unterschiede in der Abundanz
der Ribosomenbiogenese trotz ahnlicher Abundanzanderungen des Fe/S-Proteins Mak16
kann als Hinweis auf eine (vermutlich indirekte) Regulation der Ribosomenreifung durch die
ClA-Maschinerie gedeutet werden. Eine genaue Aufschliisselung der Proteinabundanzen,
geordnet nach zeitlichem Ablauf der Ribosomenbiogenese, ist im Anhang (Kapitel 8.5) zu

finden.

Tah18] Dre2| Cfdl] Nbp35) Narl ] Cial | Cia2] Metl18]
i {7 ~ ~ ] ~ ~ ]
i i) { ~ i) ~ ~ ~

. = 60S5-Untereinheit

q = 40S-Untereinheit

AGrx4 AGrx3
Ltol] Yacl| Grx3] Grx4)|

XXX X

Abbildung 74: Auswirkungen der CIlA-Depletion auf die Proteine der
Ribosomenbiogenese fir die zytosolischen Untereinheiten (60S und 40S). Gezeigt sind
die depletierten CIA-Proteine und darunter die beiden Ribosomenuntereinheiten. Dabei
indiziert ein griner Pfeil eine signifikante Erhohung der Abundanz eines Grof3teils der zur
Biogenese dieser Untereinheit genutzten Proteine und eine schwarze Tilde eine
normalverteilte Abundanzénderung der Ribosombiogenese. Gemessen wurden die Werte
mittels Massenspektrometrie (n= 3 oder 4) (Rohdaten 59).

4.8 Proteomanderungen und putative Fe/S-Proteine

4.8.1 Vergleich der Mutantenproteome mittels Venn Diagramm

Ein Venn-Diagramm kann genutzt werden um Zusammenhange zwischen verschiedenen
Bedingungen zu illustrieren, es ist aber auch fir die Suche nach unidentifizierten Eisen-

Schwefel-Proteine nutzbar. Dazu wurde die Annahme getroffen, dass in bestimmten
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Depletionsstiammen Eisen-Schwefelproteine signifikant weniger abundant sind als in der
Wildtyp-Vergleichsprobe. Es mussen verschiedene Kombinationen der
Depletionsbedingungen als Venn-Diagramm betrachtet werden, inshesondere wenn man
Unterschiede zwischen verschiedenen CIA-Proteinen untersucht. Leider I&sst sich ein Venn-
Diagramm aufgrund der vielen Kombinationsmdglichkeiten nur mit wenigen Bedingungen
visuell darstellen, weshalb diese visuelle Darstellung hier nur flr gewisse Subgruppen
prasentiert wird. Da Yael und Ltol bisher nur eine bekannte Funktion als Adaptorprotein fir
ein Fe/S-Protein (RIli1) besitzt, wurde es in der folgenden Analyse per Venn-Diagramm nicht
einbezogen. Signifikant veranderte Abundanz (mit denselben Signifikanzanforderungen) bei

allen drei Yael- und Ltol- Depletionsstammen zeigen 417 Proteine.

Ein Venn-Diagramm aller Proteome der restlichen CIA- und Eisendepletionsstamme wurde
angefertigt und zur besseren Visualisierung in kleinere Gruppen unterteilt (siehe Abbildung
75). Von 122 signifikanten Veranderungen der frihen CIA-Maschinerie konnte bei 68
Proteinen eine héhere und bei 54 Proteinen eine niedrigere Abundanz festgestellt werden. Die
386 signifikanten Veranderungen bei Depletion von Cfd1l und Nbp35 setzt sich zusammen aus
178 Proteinen mit erhdhter und 208 Proteinen mit verringerter Abundanz. Die Depletion von
Narl und dem CTC filhrte zu acht Proteinen mit erhdhter und 43 Proteinen mit verringerter
Abundanz. Eisen- und Grx3/4-Depletion ergab 425 Proteine mit erhdhter und 438 Proteine mit
verringerter Abundanz. Verwendet man neben den untersuchten CIA-Depletionsstammen
noch Eisendepletionsstdmme in der Anreicherungsanalyse, so erhalt man eine Auswahl an
sieben Proteinen, von denen ein Protein (Grx4) eine durchschnittlich erhdhte Abundanz

aufweist, wahrend sechs (83 %) der Proteine eine verringerte Abundanz aufweisen.
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Abbildung 75: Venn-Diagramme der Depletionsstamme. Gezeigt sind funf Venn-
Diagramme, welche die Beziehung der signifikant verdnderten Proteinabundanzen in
verschiedenen Depletionsstammen zeigt (p-Wert < 0.05). Die oberen vier Venn-Diagramme
zeigen die Uberschneidungen zwischen jeweils vier verschiedenen Bedingungen, wahrend
das unterste Diagramm die Uberschneidung der grauen Schnittflaichen der vier anderen
Diagramme (Early CIA oben links, Scaffold oben rechts, CTC + Narl unten links und Grx3/4
0 uM Fe unten rechts) zeigt (Rohdaten 52).

Die Proteine, welche eine starke Abundanzénderung in allen 15 Depletionsstdmmen zeigten
(mit Ausnahme der Ltol und Yael Stamme), waren zu 57 % zytosolische Eisen-Schwefel-
Cluster-haltige Proteine (siehe Abbildung 76). Zwei weitere auffallige Proteine sind in vivo in
einem Komplex oder Stoffwechselweg, welcher Eisen-Schwefel-Cluster enthalt (Met10 und
Sdhl). Im Vergleich dazu ist die Préavalenz von detektierbaren Eisen-Schwefel-Cluster-
Proteinen (28 mitochondriale und 22 zytosolische Proteine) im gesamten messbaren Proteom

(4173 Proteine) mit 1.2 % viel geringer.
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Abbildung 76: Anreicherung von FeS-Proteinen Uber Venn-Diagramme. Gezeigt ist die
Zusammensetzung der Proteomdaten nach verschiedenen Filtermethoden. Nach Entfernung
von nicht detektierbaren Proteinen besteht das gemessene Proteom zu 1.2 % aus Eisen-
Schwefel-Proteinen. Werden alle Proteine verworfen, welche nicht mindestens in 14 von 15
Depletionsbedingungen signifikant veranderte Abundanz aufweisen, erhalt man einen Anteil
von 16.7 %. Bei einem Grenzwert von 15 von 15 signifikanten Ver&nderungen erhélt man
einen Anteil von 57 % Eisen-Schwefel-Proteinen und weiteren 29 % Proteine, welche in
Stoffwechselwegen oder Komplexen mit Eisen-Schwefel-Proteinen vorliegen (Rohdaten 52).

Die mittels ,students T-Test" ermittelten signifikanten Treffer konnten also erfolgreich mit Hilfe
des Venn-Diagramms auf eine kleine Zahl an Proteinen von Interesse reduziert werden (siehe
Tabelle 61). Der erhohte Anteil an Fe/S-Proteinen durch die Venndiagramme konnte ein
Hinweis darauf sein, dass diese Liste weitere, noch unbekannte, Fe/S-Proteine enthélt. Diese

Daten wurden zur Auswahl putativer Fe/S-Kandidaten verwendet (siehe Kapitel 4.8.3).

Tabelle 61: Identifikation potentieller Fe/S-Proteine Gber Venn-Diagramme. Gezeigt sind
Proteine, welche in mehreren CIA- und Eisendepletionsstammen signifikante Veranderungen
(p-value < 0.05, n = 3 (Expl) oder 4 (Exp 2-5)) der Abundanz gegeniber dem Wildtyp
aufwiesen. Die linke Spalte zeigt in wievielen Depletionsstammen eine signifikante
Veranderung zu beobachten ist, wobei insgesamt 15 verschiedene Depletionsbedingungen
untersucht wurden. Dazu wurde die mittlere Abundanzanderung und ihre Standardabweichung
berechnet. Die Annotation des Kofaktors und der Lokalisation basiert auf der uniprot-
Datenbank (2023). Die Anzahl der Cysteine wurde der SGD-Datenbank entnommen (Engel et
al., 2014). M Die Lokalisierung von Glt1 ist umstritten und wird in dieser Arbeit diskutiert
(Rohdaten 52).

Gruppe Proteinname AAbundanz (log,) Kofaktor Cys Lokalisation
Leul -1.92 £ 1.58 4FedS 11 Zytosol
Grx4 1.03+£1.20 2Fe2S 2 Zytosol
Glt1 -6.70+£1.35 4Fe4S 38 Zytosol 4
g Met5 -1.12 +0.38 4FedS 7 Zytosol
i Met10 124+0.38 FMN/FAD 2 Zytosol
His1 -0.73+£0.49 Mg?* 5 Zytosol
Sdhl -1.22 +1.06 FAD 11 Mitochondrien
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Rlil -0.60 + 0.28 4FedS 14 Zytosol und Nukleus

Sdh2 -1.54 +1.88 2/4Fe2/4S 15 Mitochondrien
Lys4 -1.53 £ 0.96 4FedS 9 Mitochondrien
llv3 -1.07 £0.75 2Fe2S 10 Mitochondrien
Hom2 -0.43+0.32 - 9 Zytosol und Nukleus
Aat2 -0.38 £ 0.33 - 4 Zytosol und Peroxisom
Lys9 -0.81+0.44 - 4 Zytosol
Snzl -0.88 + 0.63 - 5 Zytosol
Arg7 -0.90 £ 0.40 - 7 Mitochondrien
0 Pdri12 -1.70+£1.19 - 31 Zellmembran
§ Yhi9 -1.07£0.43 - 4 Zytosol
Arol -0.52+0.28 Zn?* 23 Zytosol
Rtk1 -1.06 £ 0.49 - 7 Zytosol
Rps9B -0.27 £ 0.54 - 0 Zytosol und Nukleolus
Tpkl 0.22+0.54 - 2 Zytosol und Nukleus
Geyl 0.16 £ 1.00 - 2 Zytosol und Nukleus
Hisb5 -0.65+0.31 PLP 9 Zytosol
Aim17 -0.63 + 0.57 Fe? 7 Mitochondrien
Kre6 1.13+0.45 - 6 Golgi-Apparat
YHR138C 0.40 +1.05 - 1 unbekannt

4.8.2 GO-term Analyse

Im Folgenden wurde die Anreicherung der GO-terms dieser Proteine untersucht. Diese
beschreiben verschiedene Eigenschaften eines Proteins. Es existieren dabei drei groR3e
Untergruppen, der biologische Prozess, an welchem das Protein beteiligt ist (biological
process), die Art der Funktion des Proteins (molecular function) und die Lokalisation des
Proteins (cellular component). Dazu wurde DAVID verwendet (Da Huang et al., 2009;
Sherman et al., 2022). Dieses webtool ermdglicht es, eine Liste von Proteinen auf ihre GO-
terms zu untersuchen, zu kategorisieren und zu gruppieren. Es wurden immer nur die maximal
zehn signifikantesten GO-Terms angegeben. Obwohl die geringe Anzahl von sechs GO-terms
statistisch sehr wahrscheinlich eine Uberreprasentation eines GO-terms zeigt, ist die
Zusammenfassung (Abbildung 77) trotzdem aussagekraftig, da sich die Ergebnisse mit denen
aus Abbildung 155, welche sich nur durch die Nicht-Betrachtung der Eisendepletionsstamme

auszeichnet, teilweise deckt.
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Abbildung 77: GO-terms Anreicherung von Proteinen im 15/15 Venn-Subset. Gezeigt
sind GO-terms, welche bei Proteinen, deren Abundanz in allen auer LTO1], YAE1| und
LTO1|/ YAE1|-Stammen verringert sind, Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird die Art des
GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).

Alle weiteren Venn-Uberschneidungen werden im Folgenden diskutiert und sind im Anhang
als Abbildung 146 bis Abbildung 156 aufgefuhrt:

Die Depletion der friihen CIA-Proteine Tah18 und Dre2 zeigt eine GO-term-Anreicherung, fur
Proteine mit erhohter Abundanz, von Proteinen mit Helikase und ATPase Aktivitat,
insbesondere Proteine, welche dem biologischen Prozess der Proteolyse, sowohl
Ubiquitinabhé&ngig als auch -unabhéngig, zuzuordnen sind. Auch eine erhdhte Zahl an GO-
terms fur die Ribosomenbiogenese ist festzustellen. Eine GO-terms-Anreicherung von
Proteinen mit verringerter Abundanz zeigt vorallem [4Fe-4S]- und FAD-bindende Proteine.
Dadurch ergibt sich eine verringerte Zellatmung und Biosynthese von Aminosauren (Abbildung
146 und Abbildung 147).

Die Hefestamme, welche zur Depletion von Cfd1 und Nbp35 genutzt wurden, wurden als CIA-
Scaffold-Mutanten zusammengefasst. Besonders angereichert sind hier GO-terms, welche
eine erhdhte Abundanz von GAPDH-, Enolase-, Peptidase- und Glykolyseproteinen anzeigen.
Auch an der Proteinfaltung beteiligte Proteine zeigen erhéhte Abundanz und Anreicherung der
GO-terms. Eine GO-term-Anreicherung der Proteine mit verringerter Abundanz zeigen
[4Fe-4S]- und FAD-bindende Proteine, sowie Proteine der SDH- und ADH-Familie. Die
biologischen Prozesse der Ornithin-, Arginin- und Lysin-Biosynthese sind besonders betroffen
(Abbildung 148 und Abbildung 149).

Die Hefestamme, welche zur Depletion von Narl, Cial, Cia2 und Metl8 genutzt wurden,
wurden als Narl und CTC-Mutanten zusammengefasst. Bei der Anreicherungsanalyse

wurden nur GO-terms untersucht, welche sich auf Proteine beziehen, deren Abundanz in den
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oben genannten Hefestammen verringert ist. Das begrindet sich dadurch, dass als Antwort
der Hefezellen auf diese Depletion nur einzelne Proteine spezifisch induziert werden. Von 52
Proteinen mit signifikant veranderter Abundanz sind acht Proteine mit erhéhter Abundanz
messbar, wahrend die restlichen 85 % eine verringerte Abundanz aufweisen. Wieder sind
[4Fe-4S]- und FAD-bindende Proteine deutlich weniger abundant, aber auch Proteine mit
Transaminaseaktivitdt und Proteine mit PLP-Bindung. Insbesondere sind die Chorismat-,
Lysin-, Arginin- und Histidinbiosynthesewege beeintrachtigt, aber auch BCAA- und die
Biosynthese aromatischer Aminosauren ist beeintrachtigt (Abbildung 150 und Abbildung 151).

Da die CIA-Proteine Grx3 und Grx4 in die Eisenhomoostase involviert sind, wurden Grx3- und
Grx4-Depletionsstamme zusammen mit Eisendepletionsbedingungen untersucht. Im
Folgenden sollten aber auch exklusive GO-term-Anreicherungen untersucht werden, um die
Rolle von Grx3 und Grx4 in der CIA-Maschinerie zu untersuchen. Eine GO-term-Anreicherung
fur Proteine mit erhdhter Abundanz zeigt Proteine mit einer Annotation einer Hexokinase-,
Glukokinase-, Mannokinase- und Fruktokinaseaktivitat. Auch Proteine des
Transmembrantransports zeigen erhéhte Abundanz und GO-term-Anreicherung. Dadurch
werden die Prozesse der Glukosehomoostase und des Eisen-Transmembrantransportes
angeregt. Eine GO-term-Anreicherung von Proteinen mit verringerter Abundanz zeigten
4Fe4S-, Ham- und FAD-bindende Proteine, sowie Proteine des Citratzyklus und mit
Superoxiddismutaseaktivitat. Dadurch ist insbesondere die Zellatmung und der Citratzyklus
gehemmt (siehe Anhang Abbildung 152 und Abbildung 153).

Yael und Ltol erfiillen eine sehr spezifische Rolle innerhalb der CIA-Maschinerie, wobei der
aktuelle Wissensstand auf eine Funktion als Adaptorprotein fur Rlil beschrankt ist. Deshalb
wurden die Yael- und Ltol-Depletionsstémme getrennt von den restlichen CTC-Proteinen
untersucht. Eine GO-term-Anreicherung von Proteinen mit erhdhte Abundanz zeigten Heat-
shock-Proteine und Proteine zur Bindung anderer, ungefalteter Proteine. Auch NADP-
bindende Proteine sind deutlich abundanter und zeigen eine GO-term-Anreicherung. Der
Prozess der pH-Regulation der Zelle, sowie die Antwort auf ungefaltete Proteine ist stark
angereichert. Eine GO-term-Anreicherung von Proteinen mit verringerter Abundanz zeigen
ribosomale, Metallionen- und RNA-bindende Proteine, wodurch die Prozesse der Translation
und Reifung der Ribosomen stark beeintrachtigt werden (Abbildung 154 und Abbildung 155 ).

Untersucht man die Uberschneidung aller angereicherten GO-terms in allen CIA-Stammen mit
Ausnahme von Grx3-, Grx4-, Yael- und Ltol-Depletionsstammen, so ist keine Anreicherung
von GO-terms von Proteinen mit erhéhter Abundanz zu erkennen. Proteine mit verringerter
Abundanz zeigen jedoch eine Anreicherung von GO-terms. Von 41 Proteinen mit signifikant
veranderter Abundanz konnte bei 6 Proteinen eine erhéhte Abundanz und bei 85 % eine

verringerte Abundanz festgestellt werden. Fir Proteine mit verringerter Abundanz zeigt sich
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eine starke GO-term-Anreicherung fur Fe/S- und FAD-bindende Proteine. Die betroffenen
Prozesse sind die Lysin- und Arginin-Biosynthese, sowie die Biosynthese von Aminosauren
allgemein (Abbildung 156).

4.8.3 Charakterisierung ausgewahlter putativer Fe/S-Proteine

Im Verlauf dieser Arbeit wurden vier Proteine aufgrund ihrer Abundanzanderung bei der
Depletion von CIlA-Proteinen, sowie ihrer Cysteinreaktivitdt als putative Fe/S-Proteine
ausgewahlt und im Rahmen einer Bachelorarbeit heterolog exprimiert und auf ihre Kofaktoren
hin untersucht. Weitere Auswahlkriterien waren die Anzahl an konservierten Cysteinen
(mindestens drei), sowie eine zytosolische Lokalisierung. Die Untersuchung des an die
Proteine gebundenen Eisens, sowie des saurelabilen Schwefels konnte keine Hinweise auf
Fe/S-Kofaktoren in diesen Proteinen liefern. Hierbei muss bericksichtigt werden, dass es
moglich ist, dass in E. coli kein effizienter Fe/S-Einbau stattgefunden hat. Wahrend drei der
Proteine Fe- und S#-Konzentrationen nahe der Nachweisgrenze aufwiesen, konnte Map2 als

eisenabhangiges Protein identifiziert werden (Kristin Hansen, 2023).

Tabelle 62: Fe- und S*-Bestimmung putativer Fe/S-Proteine. Gezeigt sind die aus
Messwerten errechneten Fe- und S-Atome pro Proteinmonomer aus Kofaktoren der gezeigten
Proteine (Kristin Hansen, 2023).

Protein Fe-Atome pro Monomer S?-Atome pro Monomer
YKLO33W-A 0.01 0.02
Yhi9 0.09 0.03
Ncel03 0.10 0.01
Map?2 0.96 0.21
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4.9 Reaktive Cysteine

Zur Etablierung einer neuen Methode wurde ein Pilotversuch zur massenspektrometrischen
Quantifizierung der Cysteinreaktivitat unternommen (Details der Methode: Einleitung Seite 35
und Material und Methoden Seite 82).

Abbildung 78: Messung der Cysteinreaktivitat

Pg'?-alkvfne in Fe/S-Proteinen. Gezeigt wird das chemische
abeling o .. . Lo
holo protein Prinzip der Messung von Cysteinreaktivitat von

Apo- gegeniiber Holo-Fe/S-Proteinen. Abbildung
wurde abgeandert nach (Bak & Weerapana, 2023)

Holo protein . . .
Zugrunde liegt dabei folgende Hypothese: Die
Depletion von CIA-Proteinen fiuhrt zu einer
verringerten Fe/S-Kofaktor-Biogenese. Das
verringerte Angebot an Fe/S-Kofaktoren soll zu
einer verringerten Beladung mancher oder aller
IA-alkyne-labeled . . . .
protein CIA-Klienten-Proteine  mit Kofaktoren fihren.
. Dadurch erhoht sich der Anteil der Apoproteine
von Fe/S-Proteinen, wobei die intrinsische
e Stabilitait von Apoproteinen hier als Storfaktor
abeling of
o beachtet werden muss. Die hier genutzte Methode
Apo protein

erlaubt eine Unterscheidung von gebundenen und
ungebundenen SH-Gruppen (siehe Abbildung 78). Da Fe/S-Kofaktoren vornehmlich durch
Cysteine ligiert werden, sollten sich Apoproteine und Holoproteine durch die Reaktivitat ihrer
kofaktorbindenden Cysteinen unterscheiden. Die Reaktivitat wird durch ein Reagenz messbar,
welches an freie SH-Gruppen des Proteins bindet, falls dort nicht bereits ein Kofaktor
gebunden ist. Ein Fe/S-Protein sollte also in der Kontrollgruppe, dem Wildtyp, nur wenig dieses
Reagenzes binden. Im CIA-Depletionsstamm sollte dieses Fe/S-Protein mehr ungebundene
Cysteingruppen aufweisen, sodass mehr Molekiile des Reagenzes pro Peptid binden kénnen.
Kurz gesagt: Fe/S-Proteine sollten eine erhdhte Cysteinreaktivitat in CIA-Depletionsstammen

aufweisen. Dadurch konnten unbekannte Fe/S-Proteine identifiziert werden.

Zur Messung wurde das Zellextrakt eines Wildtyp-Stamms, sowie das Zellextrakt eines CIA-
Depletionsstamms verwendet. Als Mutante wurde ein Narl-Depletionsstamm gewahlt, da
dieser in friheren massenspektrometrischen Studien dieser Arbeit starke Auswirkungen auf
die Fe/S-Proteinabundanz zeigte und gleichzeitig, im Gegensatz zu doppelmutierten

Stdmmen, einen Wildtyp-ahnlichen Wachstumsphanotyp aufwies. Durch die Verwendung von
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Desthiobiotin-Tags kénnen massenspektrometrisch Daten Uber das ,Cysteinom“ gemessen
werden, wobei nur freie Thiolgruppen mit dem Reagenz reagieren kénnen, was hier als
.Reaktivitat* bezeichnet wird. Dabei kann durch die Verwendung von leichten und schweren
Isotopen zwischen den Cysteinen zwei verschiedener Proben unterschieden werden. Dadurch
kann die Veranderung der Abundanz freier Thiolgruppen unter verschiedenen Bedingungen
beobachtet werden. In diesem Fall sollte untersucht werden, welche Anderungen durch eine

Depletion von CIA-Proteinen entstehen.

Die Messung der Cysteinreaktivitat lieferte 1740 quantifizierte Cysteine. Dazu wurde im
Median eine signifikant niedrigere Reaktivitat der Cysteine in der CIA-Depletions-Probe

festgestellt.

Interessanterweise lasst sich bei Betrachtung der Fe/S-Proteine eine Nachweisgrenze
definieren. Es konnten in zwei von drei Replikaten Peptide des Proteins Apdl nachgewiesen
werden (Abundanz 4289 + 1269 Molekiile pro Zelle, LFQ-Wert: 28.0), alle weniger abundanten
Fe/S-Proteine konnten nicht nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze liegt also ungefahr
bei 4300 Molekiile pro Zelle, was bei der massenspektrometrischen Methode ,label-free-
quantification einem Wert von 28 entspricht. Die LFQ-Methode ist mit seiner Nachweisgrenze
von etwa 24 bis 25 (ca. 1000 Moleklle pro Zelle) also ungeféahr um den Faktor vier bis 16

sensitiver.

4.9.1 Reaktivitat cysteinhaltiger Peptide

Die Depletion von Narl fuhrte zu einer signifikant (p < 0.001) erhohten Reaktivitat der
Cysteinreste in Peptiden, welche von Fe/S-Proteinen stammen. Dabei sind sowohl die
zytosolischen, als auch die mitochondrialen Fe/S-Proteine betroffen. Die Gruppe der aus den
zytosolischen Fe/S-Proteinen stammenden Peptide weist dabei eine signifikant (p < 0.005)
hohere Reaktivitat als die Gruppe der aus mitochondrialen Fe/S-Proteinen stammenden
Peptide (siehe Abbildung 79). Von zehn Peptiden mit der hdchsten gemessenen
Cysteinreaktivitit des gesamten Proteoms (n=1740) konnten sechs Fe/S-Proteinen
zugeordnet werden. Die restlichen vier reaktivsten Cysteine sind C100 und C178 von Adh7,
C137 von Sol2 und C115 von RPL40B. Viele Cysteine weisen auch eine verringerte Reaktivitat
auf, die geringste Reaktivitdt zeigen dabei C230 und C19 von Bdsl (Bereitstellung von
Schwefel), C28, C57 und C58 von Cupl-2 (Metallothionein zur Kupferresistenz), sowie C207
von Apd1 (involviert in H.O»-Resistenz), C206 von Gtt2 (Glutathion S-Transferase), C142 von
Trrl (Thioredoxin-Reduktase), C62 von Ahp1l (Thiolspezifisches Peroxiredoxin) und C238 von
Mhtl (S-Methylmethionin-Homocystein-Methyltransferase).
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Abbildung 79: Cysteinreaktivitdt verschiedener Proteingruppen. Gezeigt ist eine
Auftragung der Reaktivitatsanderung von cysteinhaltigen Peptiden verschiedener
Proteingruppen einer Narl-Depletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp. Die gezeigten
Signifikanzen entsprechen dem p-Wert < 0.01, < 0.005, < 0.001 far * ** bzw. ***
(Rohdaten 72).

4.9.2 Reaktive Cysteine von Gltl und Leul

Die Betrachtung der reaktiven Cysteine von Gltl und Leul kann zum Beispiel Aussagen
dariiber liefern, ob Cysteine frei an der Oberflache liegen. Daraus lassen sich Vermutungen
Uber die Funktion dieser funktionellen Gruppen ableiten. Eine besonders hohe Reaktivitat der
Cysteinpeptide im Depletionsstamm im Vergleich zum Wildtyp kann zum Beispiel auf freie
Liganden der Fe/S-Kofaktoren hinweisen. Eine unveranderte Reaktivitdt im Vergleich zum
Wildtyp kann unter anderem als eine strukturell relevante Schwefelbriicke interpretiert werden.

Eine verringerte Reaktivitat im Vergleich zum Wildtyp deutet wiederum auf eine Funktion des
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Cysteinrestes im Zusammenhang mit dem Stressfaktor hin. Ordnet man den Cysteinen eines

Proteins eine Reaktivitat zu, kann dies also neue Anhaltspunkte zu deren Funktion liefern.

Abbildung 80: Cysteinreaktivitat Leul. Gezeigt ist eine Strukturvorhersage des Proteins
Leul aus Hefe (AF-P07264-F1-v4). Zusatzlich sind die gemessenen mittleren
Reaktivitatsanderungen (L/H, n = 3) der einzelnen Cysteine angegeben. Fe/S-Liganden sind
in rot gekennzeichnet (Rohdaten 72).

Fir das Fe/S-Protein Leul konnten die Cysteinreaktivitaten der Kofaktorliganden und weiterer
cysteinhaltiger Peptide zuverlassig bestimmt werden (siehe Abbildung 80). Dabei zeigte sich,
dass die Fe/S-ligierenden Cysteinreste (C360, C421 und C426) eine erhohte Reaktivitat
aufwiesen. Eine Depletion des CIA-Proteins Narl fuhrt also zu einer erhdhten Reaktivitat der
Kofaktorliganden, was auf einen Verlust des Fe/S-Kofaktors schlieRen lasst. Das bedeutet
auch, dass der Anteil an Leul-Apoprotein im Vergleich zu Leul-Holoprotein in der Zelle erhdht
ist. Dies setzt auch eine gewisse Stabilitat des Apoproteins vorraus. Auf der dem Fe/S-Kofaktor
gegeniberliegenden Seite zeigte C689 eine deutlich verringerte Reaktivitat, was
maoglicherweise mit einer Antwort auf das Vorliegen als Apoprotein darstellen kann. Denkbar
ware hier eine PTM in Form einer Ubiquitinierung des Cysteins als Mechanismus des

Abbauprozesses nicht funktionaler Fe/S-Proteine.
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Abbildung 81: Cysteinreaktivitat Glt1l. Gezeigt ist eine Strukturvorhersage des Proteins Gltl
aus Hefe (AF-Q12680-F1-v4). Zusatzlich sind die gemessenen  mittleren
Reaktivitdtsdnderungen (L/H, n = 3) der einzelnen Cysteine angegeben (Rohdaten 72).

Die Betrachtung der zugeordneten Cysteinreaktivitaten in der vorhergesagten Struktur von
Glt1 (siehe Abbildung 81) zeigt besonders hohe Reaktivitaten fiir sechs Cysteinreste. Auffallig
ist, dass nur cysteinhaltige Peptide detektiert wurden, welche in der Tertidrstruktur nahe der
Oberflache liegen. Dies zeigt einen inherenten Nachteil dieser Methode: Da die
Isotopenmarkierung im nativen Zustand des Proteins erfolgt, ist die Markierung von der
Zuganglichkeit der Cysteinreste abhéngig. Die Zuganglichkeit basiert wiederum auf der
Konformation des Proteins, welche sich bei manchen Proteinen je nach Reaktionsschritt
andern kann Zudem spielt die dreidimensionale Struktur der ,Kanale* eine entscheidende
Rolle: Bei Enzymen, die gro3e Substrate umsetzen, kann das isotopenmarkierte Reagenz
leichter zum aktiven Zentrum vordringen, da dieses besser zuganglich ist, im Gegensatz zu
Enzymen, die beispielsweise Elektronen ubertragen und deren aktives Zentrum keine
Exposition  gegeniber dem  Losungsmittel erfordert. Die besonders hohen
Reaktivitdtsdnderungen der Cysteinreste von Gltl kdonnte mit der starken Variabilitdt der

Proteinabundanzen zusammenhangen.
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4.9.3 Reaktive Cysteine und Proteinabundanz

Die Betrachtung der Cysteinreaktivitéat alleine kann erste Anhaltspunkte der Analyse liefern,
zum Beispiel weist die gesamte Erhéhung der Reaktivitat auf eine Vielzahl an Auswirkungen
durch die CIA-Depletion auf das Proteom hin. Durch das Einbeziehen von Abundanzdaten
derselben Zellextrakte konnen Effekte der Abundanzanderungen und Anderungen der
Cysteinreaktvitat unterschieden werden konnen. Dazu wird in einem Diagramm die
Cysteinreaktivitat auf einer Achse eingetragen (hier Y-Achse) und auf der anderen Achse wird
jedem Peptid die Abundanz des Proteins zugeordnet, aus welchem das Peptid stammt (siehe
Abbildung 82). Dadurch entstehen fiir ein Protein mehrere Datenpunkte innerhalb des
Diagramms, was die unterschiedliche Reaktivitat verschiedener Cysteine eines solchen

Proteins darstellt.
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Abbildung 82: Cysteinreaktivitat und Fe/S-Proteine. Gezeigt ist eine Auftragung der
H/L-Ratio cysteinhaltiger Peptide gegen die LFQ-Intensitatsanderung der aus diesen
cysteinhaltigen Peptide bestehenden Proteine in einem Narl-Depletionsstamm (n = 3). Grin
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zeigt Fe/S-Proteine, exklusive der CIlA-Proteine, an. Orange sind Cia-Proteine
gekennzeichnet. In Grau sind weitere Peptide angezeigt, deren Abundanzen signifikante
Veranderungen zeigen (Rohdaten 58 und 59).

Das Cysteinom zeigt eine starke Abhangigkeit der Cysteinreaktivitat bekannter Fe/S-Proteine
von der Abundanz des CIA-Proteins Narl (siehe Abbildung 82). Von niedrig abundanten Fe/S-
Proteinen konnten konnten nur wenige Peptide detektiert werden, fur vier Fe/S-Proteine (Glt1,
Leul, Apdl und RIil) liegen sowohl Abundanz-, als auch Cysteinreaktivitatsdaten vor. Es
konnte gezeigt werden, dass diese zum Grof3teil eine erhéhte Cysteinreaktivitat aufwiesen. Im
Gegensatz dazu zeigten die CIlA-Proteine (Cial, Cia2 und Grx4) eine verringerte
Cysteinreaktivitat, was mdglicherweise auf eine erhéhte Aktivitat in der Fe/S-Biogenese als
Reaktion auf die beeintrachtigte CIA-Maschinerie hindeutet. Dieser Pilotversuch zeigt einen
vielversprechenden Ansatz um mit einer optimierten Cysteinom-Messung neue putative Fe/S-
Proteine zu charakterisieren, sowie den Mechanismus der CIA-Maschinerie und die Rolle der

Cysteine genauer zu verstehen.
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5. Diskussion

5.1 Rezente Erkenntnisse der humanen CIA-Forschung

Eisen-Schwefel Proteine sind ein essentieller Bestandteil des Lebens und damit ist die CIA-
Maschinerie fur zytosolische Fe/S-Proteine essentiell. Seit Beginn dieser Arbeit wurden in
diesem belebten Forschungsgebiet viele neue Entdeckungen gemacht, was die Relevanz
verdeutlicht. Neben der Forschung mit Modellorganismen wie der verwendeten Hefe
S.cerevisiae ist auch die Forschung an dem homologen humanen CIA-System in der nahen
Vergangenheit deutlich vorangeschritten. Im Laufe einer Studie wurden Patienten mit einer
Mutation, die einen Funktionsverlust des humanen Homologs von Cial, dem Protein CIAO1
hervorrief, untersucht. Dabei entwickeln diese unverwandten Patienten eine Vielzahl an
Symptomen: proximale und axiale Muskelschwache, fluktuierenden Anstieg der
Kreatinkinaseaktivitat, eine Insuffizienz der Atmungskette, Lernschwachen und andere
neurologische Probleme, Eisenablagerungen in Hirngewebe, makrozytare Anamie und
Symptome des Gastroentestinaltraktes (Maio et al., 2023). Da die CIA-Maschinerie DNA-
Helikasen, Polymerasen und DNA-Reparaturenzyme bedient, sind viele der Auswirkungen der
Mutationen auf einen Funktionsverlust dieser Enzyme zurtickzufiihren (und mittels lentiviraler
DNA-Mutation von CIAO1 umkehrbar). Das CIAO1-Gen wurde damit als neues, relevantes
krankheitsassoziiertes Gen bestimmt (Maio et al., 2023). Neben der klinischen Relevanz
konnte diese Studie auch anhand von Western-Blots einen unterschiedlichen Einfluss von
CIA-Depletion auf die Abundanz einer Auswahl von Eisen-Schwefel-Proteinen zeigen (Maio
et al., 2023).

Kurz darauf wurde eine weitere Studie Uber die Auswirkungen von Defekten der humanen
Proteine CIAO1 und MMS19, die Homologe von Cial und Metl8 in S. cerevisiae, publiziert.
Dabei wurden Patienten, welche mit 19, 13 und zwei Jahren starben, untersucht und es
konnten Mutationen in CIAO1 und MMS19 als Ursache fiir die Symptome bestimmt werden,
was mit erhdhten Uracil- und Thyminkonzentrationen und Veranderungen an
Stoffwechselwegen, welche mit bakteriellen und viralen Infektionen sowie dem Metabolismus
assoziiert sind, einhergingen (van Karnebeek et al., 2024). Die Untersuchung von Fibroblasten
der Patienten zeigte, dass die Abundanz von 283 Proteinen in CIAO1-defizienten Zellen, bzw.
401 Proteinen in MMS19-defizienten Zellen signifikant verandert war, darunter auch ein Anteil

an Eisen-Schwefel-Proteinen (van Karnebeek et al., 2024).

Eine weitere Studie untersuchte Zellen, welche als Modell fiir Friedreich’s Ataxia dienten, einer

Krankheit, welche mit Frataxin (FXN), einem Protein der humanen mitochondrialen Eisen-
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Schwefel-Biogenese (ISC), assoziiert ist und in etwa jeder flinfzigtausendsten Person
vorkommt (Ast et al., 2024). Das Proteom dieser humanen Leukamiezellen (K562) zeigte die
Depletion von nahezu allen Eisen-Schwefel-Proteinen, was als Hinweis auf einen
Stabilitatsunterschied zwischen ihrer Apo- und Holoform gewertet wurde (Ast et al., 2024).
Dabei wurde auch ein mitoribosomales Assemblierungsprotein (METTL17) entdeckt, welches
durch seinen Eisen-Schwefel-Kofaktor die Expression von Proteinen der oxidativen
Phosphorylierung auf Basis der Verfiigbarkeit von Eisen-Schwefel-Clustern reguliert (Ast et
al., 2024).

Insgesamt lasst sich daraus schlieen, dass die Forschung an Eisen-Schwefel-Proteinen und
insbesondere eine phanotypische und holistische Betrachtung der Auswirkungen von
Defekten der CIA-Maschinerie auf die Stabilitdét und Abundanz von Eisen-Schwefel-haltigen
Proteinen und das Proteom ein wichtiges und durch die Verfigbarkeit von quantitativer

Massenspektrometrie von ganzen Proteomen ein rezentes Forschungsfeld ist.

5.2 Vergleich mit anderen MS-basierten Studien

Um eine Aussage Uber Massenspektrometrie als Methode zur Untersuchung der Fe/S-
Biogenese in Hefe und anderer Stoffwechselwege im Allgemeinen zu treffen, wurden

verschiedene Studien miteinander verglichen um folgende Fragen zu beantworten:
1. Wieviele Proteine des Hefeproteoms konnten quantifiziert werden?

2. Was ist die gangigste Anzahl an Replikaten bei der Probenvorbereitung?

3. Welche Themengebiete sind besonders geeignet fiir eine massenspektrometrische
Untersuchung?

4. Welche Amplitude der Abundanzanderungen sind bei massenspektrometrischen Studien
mit Mutanten Ublich?

5. Welche Proteine und GO-terms sind allgemeine oder unspezifische Reaktionen auf
veranderte Bedingungen?

5.2.1 Abdeckung des Proteoms durch MS-Detektion

Die Label-free-Quantifizierung erlaubt eine nahezu vollstandige Quantifizierung des
Proteoms. Durch verschiedene Prozessierung, wie zum Beispiel Unterschiede bei der

Erkennung und Entfernung ungiltiger Daten, konnen Abweichungen zwischen verschiedenen
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Experimenten entstehen. Allerdings lasst sich sagen, dass bei der Label-free-Quantifizierung
Uber 3000 Proteine in mit signifikanten Abundanzen messbar sind. Mit “lockereren” Filterregeln
sind uber 4000 Proteine identifizierbar (siehe Tabelle 63).

Tabelle 63: Vergleich der gemessenen ProteomgrtfRe verschiedener Publikationen.
Gezeigt ist die Anzahl der gemessenen verschiedenen Proteine eines Proteoms. @ native/
label-free @ Messung der Cys-reaktivitat ® TMT-labeled.

GroRRe des gemessenen

Organismus Referenz
Proteoms
898, bis zu 1424® E. coli (Bak & Weerapana, 2023)
Bis zu 4173 ©® S. cerevisiae Diese Arbeit
Bis zu 1718 @ S. cerevisiae Diese Arbeit
3600 @ S. cerevisiae (Navarrete-Perea et al., 2021)
3927 S. cerevisiae (Malina et al., 2021)
2926 S. cerevisiae (Backes et al., 2021)
4103 W S. cerevisiae (Bertgen et al., 2024)
3550 W S. cerevisiae (Koch et al., 2024)
3550 W S. cerevisiae (Kramer et al., 2023)
3910 W S. cerevisiae (Lenhard et al., 2023)
4316 W H. sapiens (Lenhard et al., 2023)
10411 @ H. sapiens (Serrano et al., 2024)

Saccharomyces cerevisiae besitzt ca. 6691 proteinkodierende Gene, wobei nur ca. 6051
dieser Proteine annotierte Funktionen in der SGD-Database aufweisen (Stand 2023) (Tantoso
et al., 2023). Somit konnte in den Experimenten ein Grol3teil der vorhandenen Proteine, bis zu
69 % bezogen auf funktional annotierte und Polypeptid-kodierende ORFs, identifiziert werden.
Einschrankend ist jedoch anzumerken, dass niedrig exprimierte Proteine trotz moderner MS-
Technologie nach wie vor unterreprasentiert bleiben. Dies betrifft insbesondere regulatorische
Faktoren oder Transkriptionsfaktoren mit geringer Kopiezahl pro Zelle. Derartige Proteine
entziehen sich haufig der Detektion durch Label-free-Verfahren. Die Entwicklung der Technik
ist allerdings schnell: Wéhrend vor 10 Jahren die Identifizierung von etwa 4000 Proteinen in
Hefe innerhalb einer Stunde ein Meilenstein darstellte (Hebert et al., 2014), kbnnen mit
modernsten Methoden inzwischen etwa 10000 Proteine in humanen Zellen innerhalb einer

Stunde identifiziert werden (Serrano et al., 2024).
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Die Messungen der reaktiven Cysteine waren im Vergleich zu anderen Studien auch
erfolgreich, hier kann allerdings nur ein geringerer Anteil der Proteine als bei der Label-Free-
Quantifizierung identifiziert werden. Dies hangt unter anderem mit der Anzahl und Exposition
der Cysteine zusammen. AuRerdem missen messbare Peptide mit Cysteinen nach dem
enzymatischem Verdau entstehen. Zusatzlich haben Anzahl und Positionierung von Cysteinen
auch eine Auswirkung auf die Bindung des DTB-tags an die Strep-Tactin®-Saule, was

wiederrum die Abundanz der Messungen beeinflusst.

5.2.2 Vergleich der Anzahl der Replikate

Die Replikatanzahl ist ein zentraler Parameter fur die statistische Aussagekraft
massenspektrometrischer Studien. In dieser Arbeit wurden fur die label-free MS-Analysen
meist vier biologische Replikate pro Bedingung verwendet, bei der Untersuchung der Cystein-
Reaktivitat waren es drei Replikate. Ein Vergleich mit aktuellen Studien zeigt, dass Triplikate
und Quadruplikate den gegenwartigen Standard in der MS-basierten Proteomforschung
darstellen. Viele proteomischen Studien mit S. cerevisae arbeiteten mit vier Replikaten
(Lenhard et al., 2023; Koch et al., 2024; Bertgen et al., 2024). Einige Studien zum Proteom
der Hefe wurden auch mit drei Replikaten publiziert (Koch et al., 2024; Kramer et al., 2023).
Auch fir die Forschung am humanen Proteom wurden Studien publiziert, welche vier Replikate
nutzten (Lenhard et al.,, 2023). Diese Replikatzahl ermdglicht in der Regel eine robuste

statistische Auswertung, insbesondere bei explorativen Studien mit komplexem Proteomprofil.

5.2.3 Geeignete Themengebiete und Moglichkeiten fir MS

Western Blots ermdglichen eine gezielte und empfindliche Detektion einzelner Proteine und
sind bei sehr niedrig exprimierten Zielproteinen weiterhin eine unverzichtbare Methode, da
sehr niedrig abundante Proteine mittels label-free MS bisher oft nicht nachweisbar sind. Ihre
Anwendung wird jedoch durch den hohen manuellen Aufwand, sowie die limitierte Fahigkeit
mehrere Analyten gleichzeitig zu messen, begrenzt. Dadurch steigt der Aufwand pro
Zielprotein ungefahr linear, wahrend der Aufwand fur die Quantifizierung zusatzlicher Proteine

mittels Massenspektrometrie vernachlassigbar ist.

Die Massenspektrometrie bietet hier entscheidende Vorteile: Sie erlaubt die parallele
Quantifizierung tausender Proteine und eignet sich besonders fur explorative Studien sowie

systematische Vergleiche von Zellzustéanden. In dieser Arbeit konnte dank des Label-free-
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Ansatzes unter identischen Wachstumsbedingungen (Glukosemedium) ein umfassender
Vergleich zwischen Wildtyp und Mutanten durchgefiihrt werden. Im Gegensatz dazu wird bei
Western-Blots eine Anzucht des Wildtyps in Galaktose-haltigem Medium voraussetzt, oder die
Verwendung von Stammen ohne HA-tag und dadurch die Verwendung von polyklonalen
Antikérpern erfordern, die nicht flaichendeckend fir das gesamte Proteom zur Verfligung

stehen.

Insgesamt zeigt sich, dass Massenspektrometrie besonders fur Fragestellungen geeignet ist,
bei denen es um globale Proteomveréanderungen, Modulation ganzer Stoffwechselwege oder
die Identifikation neuer, regulierter Proteine geht. Fur gezielte Validierungen von spezifischen

Veranderungen kann sie durch klassische Methoden wie Western-Blots erganzt werden.

5.2.4 Typische Abundanzénderungen in MS-basierten Experimenten

In  massenspektrometrischen Studien werden Veranderungen der Proteinabundanz
Ublicherweise in Form von log,-fold-changes oder linearen Amplituden dargestellt. Die
beobachteten Werte héngen stark von der Fragestellung, der biologischen Systemantwort
sowie von der eingesetzten Quantifizierungsmethode ab. In der vorliegenden Arbeit wurden
bei der Untersuchung der Wildtyp- und Mutantenstdmme tberwiegend moderate Amplituden
beobachtet. Die meisten signifikanten Veranderungen lagen im Bereich von 2- bis 3-fachen
Anderungen. Nur einzelne Proteine zeigten starkere Veranderungen (>10-fach), was mit
bisherigen Studien tGibereinstimmt. In fritheren Studien konnte fir viele experimentelle Systeme
typische Anderungen im Bereich von 2- bis 5-fach festgestellt werden (Cox & Mann, 2008;
Larance & Lamond, 2015). Manche Studien berichteten hingegen von einzelnen Fallen mit
Amplituden von mehr als 10-fach, insbesondere bei stark regulierten Proteinen oder unter
extremen Stimuli (Ghaemmaghami et al., 2003). Obwohl Anderungen um mehr als das
Zweifache leichter detektierbar und quantifizierbar sind, kénnen auch geringere Anderungen
signifikant sein, wobei die Definition der Signifikanz auf statistischen Parametern basiert
(Walther & Mann, 2011; Bandow, 2010).

Die Ergebnisse dieser Arbeit liegen damit im typischen Bereich vergleichbarer MS-Studien und
zeigen, dass die gewahlten Analysebedingungen geeignet waren, um sowohl moderate als

auch ausgepragte Veranderungen zuverlassig zu detektieren.
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5.2.5 Bekannte unspezifische Proteomanderungen

Bei massenspektrometrischen Studien werden durch die Messung des gesamten Proteoms
auch unspezifische Effekte auf die Expressionsmuster gemessen. Diese werden durch
allgemeine experimentelle Bedingungen wie Zellstress oder andere Kultivierungsfaktoren
beeinflusst, weshalb die Planung der Experimente diese Faktoren nach Mdglichkeit

bertcksichtigen sollte.

Ubiquitin-Proteasom-System

unspezifische Proteomanderungen
Redoxregulation

Proteinabbau _Eroteinbiosynthese
Anpassung des Vesikeltransports

Antwort auf oxidativen Stress

Hefe-spezifische Stresssignalwege
Lipid-Biosynthese Ribosomen

Stressantwortengnergiestoffwechsel

TOR-Signhalwege

Abbildung 83: Bekannte unspezifische Proteomanderungen

Stressantworten wie eine Hochregulation von Hitzeschockproteinen oder eine Induktion von
Chaperonen. Anderungen des Energiestoffwechsels sind oft vorhanden, allerdings sind die
in dieser Arbeit untersuchten Proteine teilweise mit dem Energiestoffwechsel verwoben,
weshalb diese Anderungen meistens als spezifisch betrachtet werden kénnen. Ribosomen
und weitere, an der Proteinbiosynthese beteiligte Proteine, sind auch oft betroffen, hier
allerdings wiederum durch die Auswirkungen auf Fe/S-Proteine der Proteinbiosynthese wie
Mak16 oder die Polymerasen als spezifische Proteomanderungen zu identifizieren. Auch
Anderungen in der Redoxregulation und der Antwort auf oxidativen Stress ist als
vermutlich spezifische Auswirkung zu sehen, da Fe/S-Proteine dort eine Rolle spielen.
Proteinabbau und das Ubiquitin-Proteasom-System zeigt in vielen Studien eine erhohte
Abundanz und ist eine mogliche unspezifische Reaktion. Die Lipid-Biosynthese und
Anpassungen des Vesikeltransports sind weitere verbreitete Anderungen, genauso wie
Anderungen der TOR-Signalwege (target of Rapamycin) und Hefe-spezifischen
Stresssignalwegen (z.b. HOG-MAPK). Ergebnisse, welche Anderungen der Abundanzen in

den genannten Bereichen zeigen, sollten durch weitere Experimente belegt werden.
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5.3 Herstellung, Depletion und Wachstum der Mutanten

Als Grundlage dieser gesamten Arbeit diente eine Auswahl von Hefestdmmen, deren
verschiedene ClA-Proteine depletiert wurden. Ergénzt wurden diese galaktoseregulierbaren
Stdmme durch genetisch unveranderte Wildtypstamme, bei denen Eisen depletiert wurde.
Diese Gegenuberstellung sollte eine Trennung der Effekte durch CIA- und eisendepletion
erlauben, da beides Uber mehrere Effekte miteinander verbunden ist, zum Beispiel sind die
CIA-Proteine Grx3 und Grx4 an der Eisenhomoostase beteiligt (Chi et al., 2018).

Vor der Untersuchung der Auswirkungen durch die Depletion mussten die Stamme verifiziert
werden um zu garantieren, dass die zu beobachtenden Auswirkungen durch die Depletion
verursacht werden. Dazu wurden verschiedene Methoden angewandt, welche
zusammengenommen eine erfolgreiche Depletion belegen. Dadurch ist auch ein optimierter
Arbeitsablauf als Vorlage fir zuklnftige genetische Verdnderung durch homologe
Rekombination entstanden (siehe Kapitel 3.5.2). Nach der homologen Rekombination wurde
das rekombinierte DNA-Fragment von der genomischen DNA amplifiziert und per DNA-
Gelelektrophorese Uber dessen spezifische GréfRe nachgewiesen (Seite 87). Die durch
Gelelektrophorese approximierte GroRe des inserierten Fragments liefert allerdings keine
Aussage uber die Sequenz oder die korrekte Inserierung in das Leseraster. Zur Uberpriifung
wurde daher das inserierte Fragment und eine geringe Anzahl an Basenpaaren flussabwarts
des Fragments amplifiziert und daraufhin sequenziert. Diese Sequenzierung zeigte bei allen
verwendeten Hefestdmmen eine korrekte Inserierung des Fragments in das Leseraster des

Gens von Interesse. Die Deletionsstamme zeigten wie erwartet die Absenz des Gens.

Wahrend die Sequenzierung als Beweis flr eine erfolgreiche Mutation diente, konnte eine
Beeinflussung der Expression der mutierten Gene durch weitere Faktoren, neben dem
veranderten Promotor, nicht durch die Sequenz alleine Uberprift werden. Insbesondere
werden die Gene durch unterschiedliche Terminatoren reguliert, welche bei geringer
Expression einen starken Einfluss auf die basale Expression haben kénnen (Curran et al.,
2013). Deshalb wurde die Expression der Proteine durch Western-Blots tberpruft und
festgestellt, dass die Expression erfolgreich regulierbar ist (siehe Abbildung 34 bis Abbildung
39). Diese Daten lieRen sich im weiteren Verlauf auch mit den massenspektrometrisch
erhaltenen Daten vergleichen, wobei eine Ubereinstimmung gezeigt werden konnte. Vor dem
Wachstum der Stdmme fur die hier gezeigten Experimente wurde die optimale Zeit fur die
Depletion bestimmt. Bei dieser Uberpriifung wurde die minimale Depletionszeit bestimmt, nach
derer die Extrakte der Hefestamme keine Anderung in Western-Blots und Leul-Aktivitatstest
mehr zeigten. Zur Verringerung der Variablen wurde danach eine mdglichst einheitliche

Depletionszeit (siehe Tabelle 64) gewahlt. Neben der Depletion der Zielproteine wurde auch
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das Wachstum der Zellen beobachtet. Dazu wurden Wachstumskurven und Tipfeltests
angefertigt (siehe Kapitel 4.3). Hiermit konnten erfolgreich die optimalen Depletionszeiten
bestimmt werden, definiert durch eine maximale Depletion der Proteine von Interesse, sowie
einem mdglichst dem Wildtyp ahnlichen Wachstum, um andere Variablen wie zum Beispiel
Effekte durch eine Ernte und Aufschluss in unterschiedlichen Wachstumsphasen in der

Analyse ausschliel3en zu kénnen.

Tabelle 64: Optimale Depletionszeiten der Hefestamme

GalL-3HA- GalL-3HA-
AGrx3/ GalL- | AGrx4/ GallL- andere
Stamm Tahl8/ GalL- | Cfdl/ GalL- )
3HA-Grx4 3HA-Grx3 Stamme
3HA-Dre2 3HA-Nbp35
Zeit 16 h 16 h 16 h 16 h 64 h

5.3.1 Wachstumsphanotyp von CIA-Depletionsmutanten

Der Wachstumsphanotyp der Mutanten kann neben der Beurteilung fur die spateren
Experimente auch Aussagen uber die Auswirkungen der Mutationen erlauben. Die Stamme
AGrx3 und AGrx4 zeigen sowohl im Tupfeltest, bei der Lange der Lag-Phase, als auch bei der
Verdopplungszeit keinen signifikanten Unterschied des Wachstumsphanotyps im Vergleich
zum Wildtyp. Dies lasst auf eine Redundanz beider Proteine in ihrer Funktion schlie3en, da
andere Mutanten der ,Kern“-CIA-Maschinerie Anderungen des Wachstumsphanotyps
aufwiesen. Im Gegensatz zu den Auswirkungen der Deletionen von Grx3 oder Grx4 fiihrt die
Depletion von Yael oder Ltol bereits zu einer kleinen Veranderung der Verdopplungszeit.
Tlpfeltests zeigten allerdings keine signifikanten Auswirkungen. Auch hier fiihrte die Depletion
beider Proteine, wie bei allen anderen Doppelmutanten auch, zu einer wesentlich starkeren,

negativen Auswirkung auf den Wachstumsphénotyp (siehe Abbildung 84).

Ein weiterer wichtiger Faktor fir den Wachstumsphanotyp ist der introduzierte 3HA-Tag. Je
nach Position kénnen die zusatzlichen Aminoséuren die Aktivitat, die Faltung, den Transport
und weitere Eigenschaften des Proteins beeinflussen. Auch der Terminator kann die

Expression im Bereich einer Grol3enordnung beeinflussen.
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Abbildung 84: Zusammenfassung des Wachstumsphénotyps der Yael- und Ltol-
Mutanten. Gezeigt sind Tupfeltests (links) und die Verdopplungszeit (Mitte) der drei Yael- und
Lto1-Mutanten, welche im Ergebnisteil genauer beschrieben sind.

GalL-3HA-Dre2 ist die einzige Einzelmutante, welche eine signifikante Erhéhung (fast
zweifach, siehe Abbildung 42) der Verdopplungszeit zeigt. Mogliche Erklarungen hierfir sind
weitere Funktionen von Dre2 im Kontext der Zelle neben seiner Funktion als CIA-Protein, eine
besonders effiziente Depletion durch den GalL-Promotor oder eine essentielle Stellung in der

CIA-Maschinerie.

5.4 Zytosolische Lokalisierung von Gltl

Im Verlauf der Arbeit zeigte sich eine klare Abhangigkeit der Glt1-Aktivitat und -Abundanz von
der CIA-Maschinerie, beziehungsweise der Verflgbarkeit zytosolischer Fe/S-Kofaktoren.
Frihere ,High-throughput‘-Studien beschrieben eine Lokalisierung in den Mitochondrien
(Sickmann et al., 2003). Allerdings deutet die starke Abhangigkeit der Abundanz von der CIA-
Maschinerie auf eine zytosolische Lokalisation hin. Neben dieser Abhangigkeit sprechen auch
weitere Faktoren fir eine zytosolische Lokalisierung. Auch eine Importsequenz fur die
mitochondriale Matrix ist nicht zu erkennen. Diese N-terminale Sequenz wirde aus vielen
positiv geladenen Aminosauren in Form einer Alphahelix bestehen (Bolender et al., 2008).
Diese Sequenz ist typischerweise zwischen 20 und 60 Aminosauren lang (Calvo et al., 2017).
Gltl zeigt keine Anhdufung von positiv geladenen Aminosauren, beziehungsweise
alphahelikale Strukturen der ersten 20 bis 60 N-terminalen Aminosauren (siehe Abbildung
145).

Zum anderen konnte eine Organisation von Gltl als Filamente aufzeigt werden (Noree et al.,

2019). Dies kann als Erklarung genutzt werden, um die friihere, inkorrekte Lokalisierung als

mitochondriales Protein zu erklaren. Die Methodik der Lokalisierung beinhaltete eine

Zentrifugation zur Abtrennung von Mitochondrien von restlichen Zellbestandteilen. Der

Dichteunterschied von Mitochondrien (ca. 1.2 g/cm?3) im Vergleich zu Proteinen (ca. 1.3 g/cm?3)
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erlaubt in den meisten Féallen eine klare Trennung durch Zentrifugation. Die Organisation als
Filamente, welche eine sehr hohe molekulare Masse aufweisen, kann jedoch die Auftrennung
durch Zentrifugation beeintrachtigen, was auch die Gltl-Aktivitat in der mitochondrialen
Fraktion erklart. Neuere Studien, welche neben einer Auftrennung durch die
Zentrifugationsgeschwindigkeit auch einen Dichtegradienten zur Verbesserung der Aufldsung
verwendeten, wiesen Gltl nicht in den Mitochondrien nach (Vogtle et al., 2017). Weiterhin
wird die These durch die Lokalisierung des restlichen Glutamatbiosyntheseweges gestitzt, da
im Zytosol alle Enzyme des Glutamatbiosynthesewegs zu finden sind. Zusammengenommen
lassen die genannten Hinweise mit groRer Wahrscheinlichkeit auf eine zytosolische

Lokalisierung schlieRen.

GInl Gdhl
Gdh3
Idp1 1dp2 .

Gltl

mitochondrial peroxisomal zytosolisch

a-Keto-
glutarat

Idp3

Abbildung 85: Lokalisierung des L-Glutamat-Biosynthesewegs. Gezeigt ist die
Lokalisierung der Glutamatbiosynthese in Ubereinstimmung mit den Daten der SGD, Uniprot
und einer Vergffentlichung (Vogtle et al., 2017).

5.5 Aktivitatsmessungen und Enzymkinetik

5.5.1 Kinetische Parameter von Glt1

Mit der Etablierung eines Enzymkinetikassays mit Zellextrakt statt aufgereinigtem Enzym
wurden die relevanten kinetischen Parameter in Zellextrakt bestimmt. Die Stabilitat der
Glutamatsynthase im Zellextrakt ist fur mehrere Stunden gegeben (siehe Abbildung 44). Bei
hoheren pH-Werten wies die Reaktion zwar eine geringere Hintergrundaktivitat auf, aber die

Enzymaktivitdt sank proportional (siehe Abbildung 46).
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Tabelle 65: Kinetische Parameter von Gltl im Zellextrakt. Gezeigt sind die Parameter von
Glt1 in den Zellextrakten und die Literaturwerte 11,

Bestandteil Apparenter Ku-Wert [pUM] Literaturwert [uM]
o-Ketoglutarat 251 +54 40 (Masters & Meister, 1982)
NADH 59109 7 (Masters & Meister, 1982)
L-Glutamin 393+10 280 (Masters & Meister, 1982)

Tabelle 66: Inhibition von GItl im Zellextrakt. Gezeigt sind die beiden verwendeten
Inhibitoren und die gemessenen ICso-Werte, so wie die Literaturwerte.

Inhibitor ICso-Wert [UM] Literaturwert K, [uM]
_ ca. 100 (R.M. Wallsgrove et al., 1977)
L-Azaserin 700 =+ 100 )
bis 800 (Wang, 1985)
Methioninsulfon 180 + 30 5 (Masters & Meister, 1982)

Die gemessenen Ky-Werte fir NADH und L-Glutamin entsprechen den Literaturwerten,
wahrend o-Ketoglutarat einen nahezu 10-fachen Ku-Wert im Vergleich zur Literatur aufweist.
Dies konnte durch die Messung mit Zellextrakt im Gegensatz zu dem aufgereinigten Protein
zu erklaren sein. Auch die Organisation als Filamente kann einen Einfluss auf die messbare
Aktivitat haben. Dennoch bieten die Parameter einen guten Anhaltspunkt zur Optimierung des
Assays. Die Inhibition der Glutamatsynthase durch L-Azaserin entsprach dem Literaturwert fiir
aufgereinigtes Protein. Im Gegensatz zu L-Azaserin ist L-Methioninsulfon ein mit L-Glutamin
konkurrierender kompetitiver Inhibitor. Damit wird die der ICso-Wert stark durch andere Stoffe
wie dem L-Glutamin beeinflusst, welches in undefinierten Mengen im Zellextrakt vorliegt und
bei der Durchfiihrung des Assays in Uberschuss hinzugegeben wird. Der Mechanismus der
Hemmung durch L-Azaserin ist unbekannt. Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse,
dass sich L-Azaserin sehr gut als Inhibitor eignet um die Hintergrundaktivitdt, also die

Gltl-unabhangige NADH-Abnahme im Zellextrakt, zu bestimmen.

5.5.2 Unterschiede in der Beladung von Glt1 und Leul

Der Vergleich von Enzymkinetik und Abundanz der Proteine zeigt grof3e Unterschiede
zwischen Glt1 und Leul (Abbildung 47 und Abbildung 48). Das Protein Leul verliert bei einer

Depletion der CIA-Proteine zuerst seine Aktivitat, bevor sich die Abundanz verringert.
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Abbildung 86: Unterschiede der Abundanz und Aktivitdt von Leul und GItl bei CIA-
Depletion. Gezeigt ist eine vereinfachte Zusammenfassung von Abbildung 47 und Abbildung
48.

Da die Aktivitat mit dem Vorhandensein des Eisen-Schwefel-Cluster korreliert, lasst diese
Beobachtung darauf schliel3en, dass die Proteinbiosynthese von Leul bei einem Defekt der
ClIA-Maschinerie anfangs weitergefihrt wird und Apo-Leul ein stabiles Protein darstellt,
welches nicht sofort proteolysiert wird. Leider ist der genaue Mechanismus der Erkennung von
nicht funktionsfahigen Proteinen nicht hinreichend untersucht um eindeutige Schliisse zu
ziehen. Eine mogliche Erklarung der Beobachtung ist, dass Apo-Leul keine Anderung der
Sekundar- und Tertidrstrukturen gegeniber Holo-Leul aufweist, wodurch das Ubiquitin-
Proteasom-System nicht erkennen kann, dass nicht funktionsfahiges Apo-Leul vorliegt.
Andererseits kann dies auch darauf hinweisen, dass eine Beladung von Apo-Leul mit Eisen-
Schwefel-Clustern auch nach langerer Zeit als Apo-Protein noch moglich ist und das Protein
deshalb nicht abgebaut wird. Liegt jedoch ein zu hoher Anteil des Proteins in der Zelle als Apo-
Form vor, so wird auch die Abundanz des Apo-Proteins verringert. Entweder durch Abbau des
Apo-Proteins oder durch andere zellulare Prozesse, welche die Proteinbiosynthese von Leul
verhindern. Zusétzlich sollte beachtet werden, dass eine starke Depletion der Fe/S-Proteine
zu unspezifischen Stressreaktionen fiihren kann, wodurch unter anderem eine vermehrte
Expression des Ubiquitin-Proteasom-Systems beobachtbar ist. Glt1 hingegen zeigt eine ,Alles
oder Nichts“-Reaktion auf die Depletion der CIA-Maschinerie, was eine Priorisierung der Fe/S-
Klientenproteine vermuten lasst. Als wichtigen Faktor ist zu bedenken, dass die
Aktivitdtsmessungen von Gltl eine hohere Streuung aufweist, weshalb signifikante
Anderungen seltener zu beobachten sind. Die schnelle Abnahme von Aktivitat und Abundanz
weist auch auf eine Instabilitdt des Apoproteins hin, was wiederum ein weiterer Hinweis auf

eine Differenzierung der Stabilitat verschiedener Apoproteine darstellt.
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5.6 Auswirkungen der CIA-Depletion
5.6.1 Gegenseitige Beeinflussung der CIA-Proteine

Bisher ist die interne Regulation zwischen den CIA-Proteinen nicht ausreichend erforscht. Es
ist unklar Gber welche Mechanismen Fe/S-Mangel auf die CIA-Maschinerie wirken oder welche
Folgen Mutationen einzelner CIA-Proteine auf den Rest der CIA-Maschinerie haben. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welche Auswirkungen die Depletion einzelner CIA-

Proteine auf andere CIA-Proteine hat.

Ohne die Ergebnisse sind folgende Szenarien moglich: Zum einen kdnnte eine Depletion
einzelner CIA-Proteine zu einer starken Erhohung aller anderen CIA-Abundanzen fuhren um
den Ausfall des depletierten Proteins zu kompensieren. Der gegenteilige Effekt ist auch
denkbar, um die Stochiometrie der CIA-Proteine zu erhalten. Als dritte Moglichkeit ist auch ein
Ausbleiben einer Abundanzanderung anderer Proteine denkbar. Zuletzt kdnnten einzelne CIA-
Proteine unterschiedlich reagieren, was auf eine intrikate Regulation und mdglicherweise

differenzierte Funktionen der einzelnen Proteine hinweist.

ll '[“/ \}‘u’{t/’ \'LL{— \.l..l/ Cial /J

WOo Q8 ef @ e &
Tahl8 Dre2 Cfdl1 Grx3 -
Nbp3 — Metl8 Yael

Abbildung 87: Zusammenfassung Beeinflussung der CIA-Proteine. Gezeigt ist ein
Ausschnitt der Abbildung 54.

Diese Arbeit zeigt, dass eine Depletion und dementsprechend auch fur krankheitsrelevante
Anderungen eine Mutation einzelner CIA-Proteine zu einer sehr spezifischen Antwort der CIA-
Maschinerie fuhrt. Hierbei stellen die Proteine Grx4 und Narl die Hauptkomponenten dar,
wobei die Depletion von ClA-Proteinen vor allem zu einer verringerten Narl-Abundanz und
einer erh6hten Grx4-Abundanz fuhrt (siehe Abbildung 87). Da Grx4 an der Eisen-Homoostase
beteiligt ist, kann dieses zu einer erhdhten Eisenaufnahme der Zelle fihren. Die Repression
von Narl fuhrte zu einer Induktion von GRX4, aber auch des friihen Faktors DRE2, wodurch

die Neubildung von Eisen-Schwefel-Clustern angeregt werden konnte.

Ergebnisse anderer Autoren zeigten &hnliche Zusammenhénge. Insbesondere die verringerte
Abundanz von Narl bei einer Depletion von fast allen anderen CIA-Proteinen, sowie die
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verringerte Abundanz von Cia2 durch die Depletion seiner Komplexpartner war zu beobachten
(Paul, 2014). Die Analyse mittels Massenspektrometrie lieferte jedoch detailliertere Ergebnisse
und bezog auch Grx3 und Grx4 mit ein. Dadurch konnten neue Erkenntnisse zur gegenseitigen
Regulation gewonnen werden, wobei Grx4, neben Narl, als Hauptakteur dieser Effekte

identifiziert wurde.

5.6.2 Instabilitat von Fe/S-Apoproteinen

Eine zentrale Frage dieser Arbeit ist, inwiefern eine quantitative massenspektrometrische
Analyse als Methode zur Uberpriifung der Funktionsfahigkeit der CIA-Maschinerie méglich ist.
Einige Autoren nahmen als Forschungshypothese eine nahezu unveranderte Stabilitat der
Apoproteine in Hefe an (Balk et al., 2004; Hausmann et al., 2005). Eine Erklarung fur diese
Beobachtungen ist, dass durch die hohe Abundanz der untersuchten Fe/S-Proteine, teils
verursacht durch eine Uberexpression unter der Kontrolle von MET25- oder TDHS3-
Promotoren, Western Blots tiberladen und die detektierten Signale gesattigt wurden, wodurch
Unterschiede der Proteinabundanz nicht mehr messbar waren und Apoproteine stabil
erschienen. Insbesondere ist das Protein Leul von diesem Effekt betroffen, da es in vielen
Hefestdmmen durch eine Mutation in LEU2 stark Uberexprimiert wird, unabhangig vom
Promotor. In Studien an humanen Zelllinien wird die Instabilitdt und damit die Abundanz von
Fe/S-Proteinen, namentlich der Proteine GPAT, POLD1 und DYPD oft gezielt als funktioneller
Marker fiir den Einbau von Fe/S-Kofaktoren in Klientenproteine eingesetzt (Stehling et al.,
2008; Stehling et al., 2013). Die Depletion von CIAOl zeigte in humanen Zellen eine
differenzierte Auswirkung auf die Abundanz eines Subsets von zytosolischen Eisen-Schwefel-
Proteinen (Maio et al., 2023). Zusammengefasst wird davon ausgegangen, dass Apo-Fe/S-
Proteine in humanen Zelllinien instabil sind und abgebaut werden. Damit korrelliert die
Abundanz umgekehrt mit der Funktionalitat der CIA-Mschinerie. Diese Arbeit konnte zeigen,
dass die Stabilitat der Apo-Fe/S-Proteine in S. cerevisiae individuell ist. Manche Fe/S-Proteine
zeigten eine Verringerung der Abundanz um mehrere Ordnungsgréf3en, wahrend andere
Fe/S-Proteine keine oder kaum Veranderung der Abundanz bei Fe/S-Mangel aufwiesen. Diese
Auflistung (siehe Abbildung 88) kann als Basis fur zukinftige Experimente an der CIA-

Maschinerie genutzt werden.
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Abbildung 88: Instabilitat von Apo-Fe/S-Proteinen. Gezeigt ist der Mittelwert (n = 3 oder 4)
und die Standardabweichung der Differenz der CIA-abhéngigen Fe/S-Proteine bei Depletion
verschiedener CIA-Proteine (alle auf3er Grx3/4-, Yael- und Ltol-Depletionsstamme)
(Rohdaten 51).

Die Betrachtung zeigt, dass ein Vorliegen als Apoprotein einen Einfluss auf die Stabilitat der
Fe/S-Proteine hat, welcher fir jedes Fe/S-Protein unterschiedlich ist. Mehr als die Halfte zeigt
eine deutliche Instabilisierung durch ihre verringerte Abundanz bei einer Stérung der Fe/S-
Biosynthese durch die CIA-Maschinerie. Insbesondere Gltl, Pol3, Leul, Rad3 und Met5
eignen sich durch ihre relative Instabilitat als Apoprotein sehr gut als Marker fir die

Funktionsfahigkeit der CIA-Maschinerie.

5.6.3 Betrachtung von Yael- und Lto1-Klientenproteinen

Die Depletion von ClA-Proteinen sollte zu einem verringerten Einbau von Eisen-Schwefel-
Clustern fuhren, was wiederrum zu einer Verringerung der Abundanz von Eisen-Schwefel-
Proteinen flihren kann, entweder durch regulatorische Prozesse, oder durch eine
Destabilisierung und damit schnelleren proteasomalen Abbau von Apo-Proteinen.
Dementsprechend zeigen die CIA-depletierten Hefestamme starke, signifikante Anderungen
der Fe/S-Biosynthese. Erstaunlicherweise sind diese Abundanzanderungen jedoch nicht

gleichmaRig Uber alle Fe/S-Proteine verteilt, manche Proteine weisen eine stark verringerte
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Abundanz auf, andere sind relativ stabil und wenige Fe/S-Proteine zeigen eine erhohte

Abundanz.

Es konnte Kklar gezeigt werden, dass Yael und Ltol, im Rahmen der bekannten und in dieser
Arbeit detektierbaren Fe/S-Proteine, ausschliellich fir die Beladung von RIlil als
Adaptorproteine dienen, da im Gegensatz zu allen anderen bekannten Fe/S-Proteinen die
Depletion von Yael und Ltol zu einer Verringerung der Abundanz um einen Faktor fuhrt, der

mindestens dem Mittelwert der Depletion aller CIA-Proteine entspricht (sieche Abbildung 89).

Rlil Poll Met5 Leul Gltl

A\)

Differenz zu Wildtyp (log,)

I CIA-Mittelwert [ ] Gall-Ltol [[] Gall.-Yael [JJ] Gall.-Ltol/ Gall.Yael =

-6.5

Abbildung 89: Yael und Ltol als Adaptorprotein. Gezeigt ist ein Ausschnitt aus Abbildung
73, wobei zu erkennen ist, dass nur Rlil auf die Depletion von Yael und Ltol eine
Abundanzanderung zeigt, welche dem Durchschnitt der CIA-Proteine entspricht, oder ihn
Ubertrifft (Doppelmutante).

Eine definitive Aussage kann nur zu Proteinen getroffen werden, welche als Apoprotein instabil
sind (siehe Abbildung 88). Daher kann gesagt werden, dass die Proteine Glt1, Pol3, Leul,
Rad3, Met5 und Elp3 gesichert kein Klient der Adaptorproteine Yael und Ltol sind. Die
Klassifizierung von Gltl und Elp3 als Nicht-Yael/Ltol-Klienten ist bisher nicht beschrieben
worden (siehe Tabelle 60 und Abbildung 73).

5.6.4 Auswirkungen auf den Metabolismus

Bereits die Wachstumskurven zeigten Unterschiede des Phanotyps der Mutanten im Vergleich
zum Wildtyp. Doppelmutanten zeigten besonders deutliche Phé&notypen. Dabei kann das

langsame Wachstum mehrere Ursachen haben. Eine mogliche Ursache ist eine verringerte
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Expression von Proteinen, welche am Prozess der Proteinbiosynthese beteiligt sind. Das
wuirde sich in einer allgemein verringerten Proteinbiosynthese &aufern. Dieser Effekt ist
allerdings nicht zu beobachten. Eine weitere Erklarung des Phanotyps kann eine Verénderung
des Metabolismus darstellen. Hierbei zeigt sich, dass einige zentrale Enzyme des
Energiestoffwechsels durch die Depletion der CIA-Maschinerie beeinflusst werden (siehe
Abbildung 91). Insbesondere zu nennen sind bei der Glykolyse Fbal, Tpil, Pyk2 und Cdc19.
Fbal ist ein zinkbindendes Metalloprotein. Andere Studien zeigten, dass Fbal durch
nitrosativen Stress inaktiviert wird, wodurch der Pentosephosphatweg zur Energiegewinnung
und Erzeugung von NADPH gefdérdert wird, was zu einer Stresstoleranz fuhrt (Shino et al.,
2022). Als Antwort auf Stickstoffmonooxid wird hier Cys112 modifiziert. Die in dieser Arbeit
durchgefuhrte Bestimmung der in der CIA-Mutante verringerten Cysteinreaktivitat (siehe
Abbildung 90) wirft die Hypothese auf, dass ahnlich zum Mechanismus der Toleranz
gegeniber nitrosativen Stress eine Modifikation von Cysteinen in Fbal auch eine Antwort auf

Defekte in der CIA-Maschinerie sein kann.
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Abbildung 90: Cysteinreaktivitat von Fbal in Narl-Mutanten. Gezeigt ist die Reaktivitat
von verschiedenen Cysteinresten des Glykolyseproteins Fbal in einem Narl-
Depletionsstamm. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb von 3
Replikaten (Rohdaten 58).

Da die Cysteinreaktivitat allerdings nur zeigt, dass die Cysteine eine Bindung eingegangen
sind, sind hier weitere Experimente zur Bestimmung der Bindungspartner notwendig.
Weiterhin sollten die Intermediate des Pentosephosphatweges und NADPH in der Zelle
guantifiziert werden, da eine Stérung der Glykolyse im Fall von nitrosativem Stress zu einer
starkeren Beanspruchung des Pentosephosphatweges fiihrt. Weitere Ahnlichkeiten zur
Antwort auf nitrosativen Stress wurden untersucht (Astuti et al., 2016): Die Homologe der NO-
Dioxygenase Yhbl, bzw. S-Nitrosoglutathionreduktase Fmd2 aus S.pombe (Yhb1l, bzw. Sfal
aus S.cerevisiae) wiesen in dieser Studie eine unverdnderte Abundanz auf. Die Aktivitat der
Atmungskette wurde nicht bestimmt, allerdings lasst die signifikant verringerte Abundanz von
Komplex Il eine verringerte Aktivitat vermuten, die Reduktion von Fe®" zu Fe?* wurde auch

nicht signifikant beeinflusst (siehe Anhang Abbildung 156).
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Abbildung 91: Auswirkungen der CIA-Depletion auf die wichtigsten Prozesse des
Metabolismus. Gezeigt sind die Glykolyse, der Citratzyklus, die oxidative Phosphorylierung,
die Fermentation, die Pyruvatdehydrogenase und der Pentosephosphatweg.
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5.6.5 Auswirkungen auf Komplexstabilitat

Neben der Destabilisierung der Eisen-Schwefel-Proteine selbst, kénnten auch ihre
Komplexpartner oder Adaptorproteine destabilisiert werden. Dementsprechend stellt sich die
Frage, wie relevant die Stabilisierung von Fe/S-Proteinen durch ihre Komplexpartner, oder vice
versa, ist. Dabei konnte fur die Fe/S-haltigen Proteine Met5, Mak16, RIil, Ncs6, Elp3 und
Tyw1l eine signifikante Verringerung der Abundanz von Komplexpartnern gezeigt werden
(siehe die zusammenfassende Abbildung 92). Die Interaktion dieser destabilisierten
Komplexpartner ist ein spannender Ansatzpunkt um den Prozess weiter zu verstehen und

GesetzmalRigkeiten abzuleiten.
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Abbildung 92: Komplexstabilitdt und Adaptorproteine von Eisen-Schwefel-Proteinen.
Gezeigt sind die Auswirkungen verschiedener Depletionsbedingungen auf Eisen-Schwefel-
Proteine (griin) und deren Komplexpartner (gelb) oder zusammenhéangende Proteine (grau).
Diese Zusammenfassung von Abbildung 58 beschrankt sich auf Proteine, deren Abundanz
gesunken ist.

Met5 und Met10 bilden zusammen den Sulfit-Reduktasekomplex, wodurch eine gegenseitige
Beeinflussung der Stabilitdt erklart werden kann. Mak16 bildet einen Komplex mit vielen
anderen Proteinen, darunter auch Nsal und Rpfl, allerdings ist nur die Abundanz und damit
Stabilitét von Rrpl von einer verringerten Mak16-Abundanz beeinflusst. In Pull-Down-
Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Fe/S-Kofaktor fur die Stabilitat dieses

Komplexes (NSA-Modul) essentiell ist (Nadine Duppe, 2025). Ncs2 ist als Komplexpartner von
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Ncs6, im Gegensatz zu anderen an der dieser tRNA-Modifikation beteiligten Proteinen, auch
von einer Destabiliserung betroffen. Rad3 bildet im Transkriptionsfaktor IIH einen Komplex aus
zehn verschiedenen Untereinheiten, wobei nur Tfb5 durch die verringerte Abundanz von Rad3
destabilisiert wird. Elp3 bildet einen Komplex aus zwei Subkomplexen, wobei einer dieser
Subkomplexe aus den Proteinen Elpl, Elp2 und Elp3 besteht. Elp3 bedingt also die Stabilitéat
des ersten Subkomplexes, der zweite Subkomplex ist jedoch nicht davon betroffen. Tyw3
bildet keinen bekannten Komplex mit Tywl, ist jedoch das einzige messbare Protein des mit
Tywl zusammenhangenden tRNA-Modifikationsprozesses, welches durch die verringerte

Abundanz von Tyw1 destabilisiert wird.

5.6.6 Weitere Auswirkungen auf das Proteom anhand von GO-terms

Die Depletion von Proteinen der CIA-Maschinerie fuhrte wie hier beschrieben (siehe Tabelle
67) zu einer Verringerung der Abundanz von 4Fe-4S-bindenden Proteinen (G0O:0051539). Die
Stérung der Biosynthese von Lysin und Arginin (GO:0009085 und GO:0006526) sind in
Zusammenhang mit der Auswirkung auf die Gltl-Abundanz zu setzen, da alle diese
Biosynthesewege Glutamat und a-Ketoglutarat als Intermediat nutzen. Allerdings ist die Art
der Beziehung genauer zu bestimmen, da die Datenlage keine Aussage lber die Kausalitat

des Zusammenhangs erlaubt.

Tabelle 67: GO-terms Zusammenfassung. Gezeigt sind die signifikantesten GO-term
Anderungen bei verschiedenen Depletionsbedingungen. Dabei sind Einzel- und
Doppelmutanten in die Analyse einbezogen. Die GO-terms wurden dem Anhang Kapitel 8.8
entnommen. ! Die vorletzte Zeile enthalt GO-terms unter CIA-Depletion, mit Ausnahme der
Grx3], Grx4|, Yael| und Ltol|-Depletionsbedingungen.

Stamme | Erhohte Proteinabundanz Verringerte Proteinabundanz
4Fe 4S cluster binding GO:0051539
CIA|? - Lysine biosynthesis GO:0009085

Arginine biosynthesis GO:0006526

Proteasomal protein catabolic
Tah18| | process GO:0010498 4Fe4S cluster binding GO:0051539
Dre2| Helicase activity GO:0004386 FAD binding GO:0050660

ATPase activity GO:0140657

Fructose metabolism GO:0006000
Glucose 6-phosphat metabolism
Cfdl] | GO:0051156

Nbp35| | Cellular response to unfolded
protein GO:0034620

GAPDH activity GO:0043878

Ornithine biosynthesis GO:0006592
Arginine biosynthesis GO:0006526
Lysine biosynthesis GO:0009085
SDH-activity GO:0008177
ADH-activity GO:0004022
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Chorismate biosynthesis GO:0009423

Nar| Lysine biosynthesis GO:0009085
Cial| Arginin biosynthesis GO:0006526
Cia2| |~ Histidine biosynthesis GO:0000105
Met18| Transaminase activity GO:0008483

4Fe4S cluster binding GO:0051539

2-oxoglutarate metabolic process
Glucose import GO:0098708 G0:0006103
Grx3] Hexokinase activity GO:0004396 Oxidative phosphorylation GO:0006119
Grx4] | Glucokinase activity GO:0004340 Long-chain fatty acid biosynthesis

Fel Mannokinase activity GO:0019158 G0:0042759
Fructokinase activity GO:0008865 Oxoglutarate dehydrogenase
G0:0004591

Regulation of intracellular pH
G0:0051453

Cellular response to unfolded
Yael| | protein GO:0034620

Lto1] Heatshockprotein binding
G0:0031072

Misfolded protein binding
G0:0051787

Cytoplasmic translation GO:0002181
Maturation of SSU rRNA GO:0000462
structural constituent of ribosome
G0:0003735

rRNA binding GO:0019843

Ubiquitin-protein transferase activity
Dre2| |- G0:0004842
Protein ubiquitination GO:0016567

Die Daten aus Kapitel 4.8.2 und Anhang Kapitel 8.8 zeigen auf3erdem ein ,Branching® der CIA-
Maschinerie. Neben den betrachteten Auswirkungen, zeigen verschiedene Teile der CIA-
Maschinerie unterschiedliche Auswirkungen auf die Zelle. Die GO-term-Analyse zeigt einen
Einfluss der friilhen CIA-Faktoren auf die Proteolyse (G0O:0010498) und die Replikation oder
Proteinbiosynthese (G0:0004386), also Prozesse, die Helikasen involvieren. Die Depletion
der Proteine Cfdl und Nbp35 zeigen starke Auswirkungen auf den Energiestoffwechsel
(GO:0006000, GO:0051156 und GO:0043878) und die Proteolyse (G0O:0034620). Die
Biosynthese von Aminosauren wird gehemmt. Die Depletion des CTC zeigt auch eine
Hemmung der Aminosaurebiosynthese. Die Depletion von Eisen, Grx3 und Grx4 zeigt
wiederrum eine starke Auswirkung auf Prozesse, welche a-Ketoglutarat als Intermediat oder
Substrat nutzen. Erstaunlicherweise hat die Depletion der Adaptorproteine Yael und Ltol eine
signifikante Auswirkung auf die pH-Regulation der Zelle (GO:0051453), sowie wiederrum eine
Auswirkung auf die Proteolyse und im Gegensatz zu den frilhen CIA-Proteinen fihrt die
Depletion von Yael und Ltol zu einer Verringerung der zur Proteinbiosynthese bendtigten
Ribosomen (G0O:0003735). Eine Depletion von Dre2 zeigt besondere Auswirkungen auf die
Ubiquitin-regulierte Proteolyse (G0:0004842 und GO:0016567).

Es ist zu vermuten, dass viele der Anderungen im Bereich der Proteolyse, DNA-Replikation/-
Reparatur und Proteinbiosynthese darauf zurtickzufiihren sind, dass ein defekter Fe/S-Einbau

dazu fuhrt, dass die Zelle nicht funktionsfahige Apo-Fe/S-Proteine Uber den Ubiquitin-
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Proteasomweg abbaut und neu synthetisiert. Obwohl es Hinweise auf die vielfaltigen
Auswirkungen der CIA-Maschinerie-Defekte gibt, ist durch die weite Verbreitung von Fe/S-
Proteinen in verschiedensten Stoffwechselwegen, Vorgangen und Prozessen und die dadurch

entstehenden multiplen Auswirkungen auf das Proteom eine genaue Festlegung schwierig.

5.7 Proteomics der Grx3/4- und Eisendepletion

Die Fe/S- und Eisen-Homdostase ist eng verbunden. Insbesondere die Proteine Grx3 und
Grx4 erfillen eine duale Rolle, da sie sowohl direkt an der Eisenhomdostase beteiligt sind, als
auch auf bisher nicht vollstandig geklarte Weise mit der CIA-Maschinerie assoziiert sind. Ein
Vergleich der Proteomdaten von CIA-, Eisen- und Grx3/4-depletierten Zellen zeigt eine
starkere Ahnlichkeit der Auswirkungen auf die Proteome von Eisen- und Grx3/4-depletierten
Zellen als von CIA- und Grx3/4-depletierten Zellen. Da die Rolle von Grx3/4 in der CIA-
Maschinerie und dem Eisenhaushalt noch nicht endgtiltig geklart ist, ist ein von den Daten der
CIA-Depletionsbedingungen getrennter Vergleich der Proteomdaten dieser beiden

Bedingungen unerlasslich.

5.7.1 Die Sonderrolle von Tyw1l

In den meisten Fallen zeigen Proteine ein &ahnliches Verhalten bei Eisen- und Grx3/4-
Depletion. Eine Ausnahme bildet das im Eisenhaushalt involvierte Fe/S-Protein Tywl. Die
Abundanz von Tyw1 wird besonders stark durch die Depletion von Grx3 und Grx4 beeinflusst.
Tywl, dessen Gentranskription durch hohe Eisenverfligbarkeit unter Beteiligung von Yap5
induziert werden kann, zeigt bei der Depletion von Grx3/4 eine stark erhéhte Abundanz. Die
Depletion von Eisen fuhrt im Gegenteil zu einer Verringerung der Abundanz von Tywl (siehe
Abbildung 93). Gleichzeitig hat die Depletion anderer CIA-Proteine eine weniger ausgepragte
Auswirkung auf die Abundanz. Diese Beobachtung bestatigt eine Beteiligung von Grx3 und
Grx4 in der Eisenhomoostase, allerdings Uber einen anderen, bisher unbekannten,
Mechanismus als die Regulation durch Eisenmangel. Auszuschlie3en ist eine Regulation Uber
Aftl, eine direkte Antwort auf tRNA-Modifikationen und eine Regulation lber die Fe/S-
Stabilitat.

Andere Studien schlagen Tywl als Protein zur Pufferung der Eisenkonzentration im Zytosol
vor (Li et al., 2011). Bezieht man diese Annahme ein, ergibt sich eine Hypothese zur Erklarung
der Beobachtungen. Grx3 und Grx4 wirken dabei als negative Regulatoren der
Eisenaufnahme. Die Depletion fuhrt zu einer Aktivierung von Eisenaufnahmevorgangen, was

zu einem Anstieg intrazellularer Eisenverfugbarkeit fihrt. Als Reaktion wird Tywl vermehrt
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exprimiert um Gberschissiges Eisen zu puffern. Bei einem echten Eisenmangel hingegen wird
Tywl unterdrickt um Ressourcen zu schonen. Diese Hypothese kann als sehr
unwahrscheinlich angesehen werden, da Tywl als Eisenpufferprotein ungeeignet erscheint.
Zum Einen weist Tyw1 eine geringe Abundanz von etwa 4000 Molekilen pro Zelle auf, zum
Anderen wirde das die Pufferwirkungen an die Abundanz von Schwefel und den komplexen
Prozess der Fe/S-Biogenese binden, wodurch die Speicherung mit einem hohen
Energieaufwand verbunden ware. Dennoch ist ein Erklarungsansatz, welcher die Dichotomie

von echtem und wahrgenommenen Eisenmangel miteinbezieht, néher zu betrachten.

Maoglicherweise kann Grx3/4 als Hemmer der Eisenaufnahme charakterisiert werden, dabei
wird aber nur ein Teil der Zellantwort auf Eisenmangel beeinflusst. Mdglicherweise reguliert
Grx3/4 einen Prozess weiter downstream als andere Proteine die in der Eisenhomgostase

wirken.

Grx3/4| Fe|

Abbildung 93: Unterschiede von Tywl bei verschiedenen Depletionsbedingungen.
Gezeigt ist die Abundanz von Tywl in Grx3-, Grx4- und Eisendepletionsstammen. Blau
entspricht einer Anreicherung, Rot einer verringerten Abundanz. Die Signifikanz entspricht
einem g-Wert unter 0.001 (***).

5.7.2 Unterschiede zwischen Grx3/4-, CIA- und Eisendepletion

Die CIA-Proteine Grx3 und Grx4 sind fiur ihre doppelte Rolle bekannt. Sie haben sowohl
Verbindungen zur CIA-Maschinerie, als auch eine Rolle in der Eisenhomdostase, wobei es ein
Ziel dieser Arbeit ist, diese Doppelrolle genauer zu definieren. Die Depletion dieser Proteine
und von Eisen zeigt, dass die Abundanz einer kleinen Anzahl an Proteinen von der Abundanz
von Grx3/4 und Eisen, nicht jedoch der restlichen CIA-Maschinerie abhangt (siehe Abbildung
94). Es gibt keine Schnittmenge, welche auf die Depletion von Grx3/4, aber nicht auf CIA- oder
Eisendepletion reagiert. Auch sind keine signifikanten Anderungen bei einer Depletion von der
ClIA-Maschinerie inklusive Grx3/4 zu sehen, welche nicht auch unter Eisendepletion
signifikante Anderungen zeigen. Die Auswahl der folgenden 16 Proteine kann also
wahrscheinlich ausschlie3lich der Funktion von Grx3/4 in der Eisenhomdostase
zugeschrieben werden und ist nicht auf die Funktion in der Biosynthese von Eisen-Schwefel-

Clustern zurtickzufiihren.
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Untersucht man diese 16 Proteine, so féallt auf, dass die grol3te Gruppe (sechs)
erwartungsgemaf der Eisenhomdostase zugeordnet werden konnen. Entgegen der
Erwartung zeigten sich auch Proteine der Kupferhoméstase, sowie der
Elektronentransportkette und Regulation der Zellatmung (siehe Abbildung 95).

Cial |

Cia2 |
Metl8 |

Grx3/4|

Tah18|
Dre2]

Abbildung 94: Venn-Diagramm CIA- und Eisendepletion. Gezeigt ist ein Ausschnitt aus
Abbildung 75, welcher die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Abundanz von Proteinen
bei Depletion von CIA-Proteinen und Eisen darstellt.
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Abbildung 95: Gemeinsamkeiten von Grx3/4- und Eisendepletion. Gezeigt sind die
Differenzen der Abundanzen von Proteinen in Depletionsstammen verglichen mit dem Wildtyp.
Diese 16 Proteine zeigen signifikante Veranderungen unter Grx3/4- und Eisendepletion, nicht
jedoch bei der Depletion anderer CIA-Proteine.

Eine Untersuchung der nicht Grx3/4-abhangigen Abundanzanderungen bei Eisenmangel zeigt
Proteine mit erhdhter und verringerter Abundanz (siehe Abbildung 96). Eine erhéhte Abundanz
zeigt eine Reihe von Proteinen, welche als Stressantwort exprimiert werden kénnen. Dabei
sind zum Beispiel Q04471 und Spol4 an DNA-Instandhaltung beteiligt, wahrend Rgi2 und

Usvl am Energiestoffwechsel beteiligt sind. Eine verringerte Abundanz zeigen Proteine,
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welche in der Antwort auf ungefaltete Proteine agieren (Emp24), an der DNA-Instandhaltung
(Mphl1 und Datl) und dem Energiestoffwechsel (Cox11) beteiligt sind. Diese Proteine sind also
an einer Eisenmangel-spezifischen Proteomanderung beteiligt, welche nicht mit einem Defekt
der Fe/S-Biogenese zusammenhangen.

2
Q04471
Las21

— Thi4
= Cpr8
— Spol4
— Emp24
— Aim32
— Mphl
— Datl

— Coxl1l1

Sctl

B
=)
Grx3/4) ) F &
0 uM Fe . CIAl|
0 uM Fe/ LEU2* Gr3/d - Fe|
CIA!|

Abbildung 96: Unterschiede von Eisen- und CIA-Depletion. Gezeigt sind die Differenzen
der Abundanzen von Proteinen in Depletionsstammen verglichen mit dem Wildtyp. Diese 13
Proteine zeigen Veranderungen unter Eisendepletion, nicht jedoch bei der Depletion der CIA-
Proteine inklusive Grx3/4. Rechts gezeigt ist die Schnittmenge von weiteren signifikanten

Abundanzanderungen in Depletionsstimmen (*CIA-Proteine ohne Yael, Ltol, Grx3 und
Grx4).

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass Grx3/4 eine Doppelrolle erfillt und
maoglicherweise die Eisenhomdostase und zytosolische Eisen-Schwefel-Cluster-Biosynthese
regulatorisch verbindet. Insbesondere zeigt die Depletion von Grx3/4 und Eisen signifikante
Abundanzanderungen desselben Vorzeichens, wéahrend gleichzeitig keine signifkanten
Gemeinsamkeiten zwischen der CIA- und Grx3/4-Depletion festgestellt werden konnten,
welche nicht auch bei einer Eisendepletion vorlagen. Dies fihrt mich zu der Annahme, dass
die Hauptrolle von Grx3/4 in der Regulation der Eisenhomoostase und nicht in der Fe/S-

Biogenese liegt, in Ubereinstimmung mit rezenten Daten (Braymer et al., 2024).

5.7.3 Export des Fe/S-Prakursors aus den Mitochondrien

Eine weitere ungeklarte Frage ist die Art des exportierten Prékursors aus den Mitochondrien,
welcher als Grundlage flr die zytosolische Eisen-Schwefel-Biogenese dient. Daflir gibt es
verschiedene Theorien: Zum einen ist ein Export als schwefelhaltiger Stoff (X-S) naheliegend,
zum anderen ware es aber auch denkbar, dass zum Beispiel ein 2Fe/2S-Cluster direkt
exportiert wird. Der Export von 2Fe/2S-Clustern wirde jedoch implizieren, dass ein geringerer
Fe/S-Bedarf des Zytosols fur das in W303 sehr abundante Leul im LEU2"-Stamm (mit einem
niedrigeren Leul-Gehalt) dagegen zu einer héheren Verfugbarkeit von 2Fe/2S-Clustern der

Mitochondrien bei dieser Mutante und gleichbleibenden Eisenverfigbarkeit fiihrt. Dieser Effekt
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ist jedoch nicht feststellbar (Abbildung 97). Dies festigt wiederrum die Theorie des Export-
Prakursors X-S.
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Abbildung 97: Abundanz mitochondrialer FeS-Proteine bei Eisendepletion. Gezeigt ist
die Anderung der Abundanz von mitochondrialen Eisen-Schwefel-Proteinen bei Eisenmangel
gegenuber ausreichendem Eisen. Unter den verschiedenen Bedingungen wurden jeweils
Wildtyp (W303) und LEU2*-Zellen untersucht. Eine Versuchsreihe wurde in normalem SC-
Medium unter starkem Eiseniiberschuss gewachsen.

5.8 Fe/S-Screening mittels reaktiver Cysteine

5.8.1 Cysteinreaktivitat bekannter Fe/S-Proteine

Die Depletion von CIA-Proteinen fihrt zu einem verringerten Einbau von zytosolischen Fe/S-
Kofaktoren in die Zielproteine. Bei einer Depletion von CIA-Proteinen kann also ein héherer
Anteil an Apoproteinen vorhanden sein, welche an den Fe/S-Bindungsstellen Cysteine mit
freien SH-Gruppen, sogenannte reaktive Cysteine, aufweisen. Eine Quantifizierung dieser
reaktiven Cysteine erlaubt es zu Uberprifen, ob ein Fe/S-Protein als Apo- oder Holoprotein
vorliegt. Proteine, welche sich dhnlich zu bekannten Eisen-Schwefel-Proteinen verhalten sind
mdoglicherweise auch uncharakterisierte Eisen-Schwefel-Proteine. Unter den Proteinen,
welche die hdchste Cysteinreaktivitat zeigen, sind Eisen-Schwefel-Proteine Gberproportional
vertreten (siehe Tabelle 68). Aber auch Proteine mit Zink als Kofaktor sind tberproportional
abundant (siehe Abbildung 98). Mit Hilfe dieser Methode konnten mit 1700 Peptiden von 937
Proteinen ungefahr ein Finftel des Hefeproteoms detektiert und quantifiziert werden. Da die

Vermutung naheliegt, dass bisher uncharakterisierte Eisen-Schwefel-Proteine wahrscheinlich
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nicht hoch abundant sind, ist diese Methode nur bedingt geeignet um das Eisen-Schwefel-

Proteom zu charakterisieren.
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Abbildung 98: Cysteinreaktivitat bei Narl-Depletion. Gezeigt ist die Differenz von leichten
zu schweren Isotopen und damit die Differenz der normalisierten Reaktivitdt von Cysteinen
zwischen einer Narl-Depetionsmutante und dem Wildtyp. Bei mehreren quantifizierten
cysteinhaltigen Peptiden wurde der Mittelwert aufgetragen. AuBerdem ist die Differenz der
Abundanz der gezeigten Proteine zwischen Mutante und Wildtyp zu sehen. Eine negative
Differenz zeigt eine erhohte Cysteinreaktivitat bzw. eine verringerte Abundanz der Proteine in
der Mutante.

Die Betrachtung der zugeordneten Cysteinreaktivititen (siehe Abbildung 100) in der
Kristallstruktur von Gltl (siehe Abbildung 81) zeigt besonders hohe Reaktivitdten dieser
Cysteinreste. Auffallig ist, dass nur cysteinhaltige Peptide detektiert wurden, welche in der
Tertiarstruktur nahe der Oberflache liegen. Moglicherweise ist dies durch die hohe Gréle
dieses aus 2145 Aminosduren zusammengesetzten Proteins bedingt, sodass das
isotopenmarkierte Reagenz keine Cysteinreste im Inneren erreichen kann. Im Gegensatz dazu
konnten bei dem kleineren Fe/S-Protein Leul die Cysteinreaktivitdten der Kofaktorliganden

und weiterer cysteinhaltiger Peptide zuverlassig bestimmt werden (siehe Abbildung 80).

5.8.2 Proteine mit hoher Cysteinreaktivitat
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Unter den 20 Proteinen mit den reaktivsten Cysteinen konnten tiberdurchschnittlich viele Fe/S-
Proteine identifiziert werden, weshalb eine nahere Untersuchung der anderen dort vertretenen

Proteine sinnvoll erscheint.

4FedS /
Acol /53A

Abbildung 99: Beispiel fir die Geometrie von 2Fe2S- und 4Fe4S-Kofaktoren. Gezeigt
sind Alphafold2-Modelle der kofaktorbindenden Cysteine der Proteine Yahl (AF-Q12184-F1,
links) und Acol (AF-P19414-F1, rechts), sowie deren Abstande.
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Abbildung 100: Cysteinreaktivitat von Fe/S-Proteinen bei Narl-Depletion. Gezeigt ist die
Differenz von leichten zu schweren Isotopen und damit die Differenz der normalisierten
Reaktivitdt von Cysteinen zwischen einer Narl-Depetionsmutante und dem Wildtyp. Eine
negative Differenz zeigt eine erhdhte Cysteinreaktivitdt der Proteine in der Mutante. Die
Cysteinreaktivitat ist zudem nach Position des Cystein aufgeschliisselt.

Betrachtet man die Proteine mit reaktiven Cysteinen, so ist aufféllig, dass die reaktiven
Cysteine stark konserviert sind. Das legt eine integrale Funktion dieser Cysteine fir die
Funktion des Proteins nahe. Vergleicht man die Abstdnde der reaktiven Cysteine der
Alphafold-Vorhersagen mit den Abstéanden in bekannten FeS-Proteinen, zeigen sich keine
Proteine mit Abstanden zwischen den funktionellen Gruppen der Cysteine in einem Bereich
von 4.5 A bis 6.5 A. Beispiele fur Abstande Fe/S-koordinierender Cysteinreste sind Abbildung
99 zu entnehmen. Allerdings gibt es mehrere Proteine mit Abstanden, welche fast diesen
Abstand aufweisen. Dabei ist es denkbar, dass die Vorhersagen von Alphafold nicht exakt
sind, weshalb hier Proteine mit Abstanden zwischen 3,5 A und 7,5 A beriicksichtigt werden
sollten. Auch alternative Liganden wie Histidin oder Aspartat wurden in dieser Analyse nicht
betrachtet. Keines der Proteine, bis auf die bekannten Fe/S-Proteine Leul und Gltl, zeigt
Ahnlichkeiten der Cysteinanordnung zu Fe/S-Proteinen.
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Tabelle 68: Auswertung der 20 reaktivsten Cysteine bei Narl-Depletion. Gezeigt sind die
20 reaktivsten Cysteine bei Narl-Depletion, sowie der zugehorigen Proteine. Zudem wird die
Anzahl der Cysteine und Histidine des Monomers gezeigt. ! Die Konservierung der reaktiven
Cysteine wird durch die niedrigste prozentuale ldentitat &hnlicher Proteine angegeben, bei
denen noch das Cystein konserviert ist. 2! Bei vielen Proteinen konnten keine Homologe ohne
das konservierte Cystein gefunden werden, daher wurde die Identitat (in %) des am weitesten
entfernten Homolog notiert. Die Cysteindistanz bezieht sich auf den Abstand zwischen dem
reaktiven Cystein und dem néchstliegenden Cystein. Die Berechnung erfolgte anhand der
Alphafold2-Strukturen (F1, v4).

_ reaktive Anzahl Konservierung | Distanz zum nachsten
Protein Cysteine Cys/His Cyst Cys (Alphafold)
1504 €967 15.4 A; 20.2 A; 21.8 A;
Glt1 C1995 C1936 38/48 99%?2
400 C1775 21.8A;7.9A;20.3A
Adh7 C100 C178 10/14 62%?2 62%?2 3.7A;116 A
Sol2 C137 5/10 91% 16.5 A
Rpl40B Cl115C91 5/2 98%?2 98%?2 3.9A;39A
Arg8 C35 C95 6/12 72% 63% 31A;45A
C421 C424 C360 75%?2 75%?2 75%? 6.1A;49A;49A,;
Leul C63 C718 C627 11/17 75%? 75%2 75%2 | 14.6 A; 21.9 A; 15.0 A;
C233 C689 75%72 93% 15.0A;21.9A
Yhr020wW C682 9/13 75%? 9.4 A
Ncel03 C84 C121 9/10 60% 49% 11.0A;13.2 A
Yhi9 C88 C227 C107 4/5 39% 38%2 38%2 | 12.5A;20.0A;125A
Rpl23B C122 C25 2/0 85%? 85%? 12.7A;12.7 A
Cafl6 C60 317 54% 26.0 A
Odc2 C159 C99 5/1 94% 63% 209 A; 256 A
Adel7 C433 6/12 83%? 9.8 A
Ppzl C600 C482 12/24 66%?2 66%?2 49A;76A
Map2 C359 C272 C171 4/14 62%2 63% 66% 14.4 A; 10.7 A; 10.4 A;
Met10 C537 2/15 99%?2 775A
Rpl35B C53 1/0 93% -
C300 C600 C657 80%?2 80%?2 80%?2 7.0A;155A; 4.3 A;
Cpa2 11/16
C170 C862 C678 80%?2 80%?2 82% 279A;155A; 43 A
Aipl Cl166 C132 C82 8/13 64%?2 64%?2 64% 35A;35A;10.1A
Dakl C197 5/9 68%?2 29.6 A
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5.8.3 Proteine mit geringer Cysteinreaktivitat

Neben den Proteinen, welche eine erhdhte Reaktivitdt aufweisen, was auf einen Verlust an
Kofaktor hinweist, kdnnen auch Proteine, welche eine stark verringerte Reaktivitat aufweisen
neue Erkenntnisse liefern. Die sechs Proteine mit der grof3ten Verringerung sind Bdsl,
Cupl-2, Apdl, Gtt2, Trrl und Ahpl.

Bds1 ist eine wenig erforschte Sulfohydrolase, welche primare Alkylsulfate als Substrat nutzt
(Waddell et al., 2017). Cup1-2 ist ein Metallothionein, dessen Abundanz durch die Abundanz
von Kupfer reguliert ist und an dessen Homoostase in Zytosol und Mitochondrien beteiligt ist
(Kim & Lindahl, 2023). Gtt2 ist eine Glutathiontransferase, welche unter anderem zur
Resistenz gegen oxidativen Stress beitragt (Ugalde et al., 2021). Trrl ist eine Thioredoxin-
Reduktase, welche zum zytosolischen Thioredoxin-System gehdrt (Brachmann et al., 2020).
Ahpl ist ein Peroxiredoxin, welches an der Entgiftung von Peroxiden beteiligt ist und mit dem
Thioredoxinsystem interagiert (Brachmann et al., 2020). Das Vorkommen von Apdl
zusammen mit redoxaktiven Proteinen bestéarkt die Hypothese, dass Apdl eine Rolle in der

intrazellularen Redoxhomaoostase spielt (Tang et al., 2015).

Bds1 zeigt auch eine deutliche Abundanzerhéhung bei der Depletion von CIA-Proteinen, aber

nicht bei Eisendepletion, was eine Abhangigkeit vom CIA-System nahelegt.

Aufféallig ist hierbei die Haufung von Proteinen des Thioredoxinsystems. Wahrend die
Cysteinreaktivitat auf eine Aktivierung dieses Systems hinweist, zeigt die Abundanz dieser

Proteine keine Anderung.

5.9 Bewertung der Aussagekraft von Proteomics

Die Normalisierung von MS-Daten ist ein Faktor, welcher Abweichungen der MS-Daten von
der Realitat erzeugt. Dabei funktioniert die Normalisierung von Daten Uber MaxLFQ so, dass
davon ausgegangen wird, dass in mehreren Proben ein Grofdteil des Proteoms kaum
Veranderung aufzeigt (Cox et al., 2014). Das fiihrt zu guten Ergebnissen bei Experimenten mit
geringer Veranderung des Proteoms. Der Fehler erhoht sich dadurch jedoch mit stérker
veranderten  Proteinabundanzen und Proteomzusammensetzungen. Gerade bei

Experimenten mit Anderungen des Metabolismus kann durch die vielfaltige Antwort der Zelle
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auf die Bedingungen die Normalisierung durch MaxLFQ zu ungenauen Werten fihren.
Allerdings ist fur die hier verwendete Probenart auch keine andere Normalisierungsmethode
besser geeignet, wie zum Beispiel bei der Normalisierung mittels Histon-Abundanz als
»housekeeping“-Proteine in Abbildung 50 zu entnehmen ist. Eine Normalisierung mittels
Quantifizierungsstandard ware mdaglich um die Vergleichbarkeit der einzelnen Messserien zu
verbessern, allerdings fuhrt das wieder zu einer erhéhten Komplexitét, wodurch neue Fehler
entstehen kénnen. Dennoch haben Proteomics mittels MS gegenilber alternativen Methoden
viele Vorteile. Neben der Quantifizierung von nahezu allen Proteinen der Zelle in einem
Experiment ist gerade bei hochabundanten Proteinen die Genauigkeit gegeniber einer
Quantifizierung durch Western-Blots deutlich Uberlegen. Besonders gut ist dies am Beispiel
von Leul zu erkennen, welches in Western-Blots durch die hohe Abundanz schwierig zu
guantifizieren ist. Wichtig ist es weitere Experimente durchzufiihren um die Daten der MS-
Messungen zu interpretieren, zum Beispiel erlauben paralelle Aktivitatsmessungen der Fe/S-

Enzyme eine Korrelation von Kofaktorgehalt und Proteinstabilitéat.
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6. Ausblick

Die vorliegende Arbeit bietet Einblicke in die Rolle der CIA-Maschinerie bei der Reifung von
Fe/S-Proteinen und deren Auswirkungen auf zelluldre Prozesse. Die umfangreiche
Datenanalyse und experimentelle Validierung 6ffnete neue Fragen, deren Beantwortung neue
Erkenntnisse Uber die Regulation und Funktion dieser essenziellen Prozesse erméglichen

konnte.

In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass die Stochiometrie des CTC aus Cial, Cia2
und Met18 eine Rolle in der Fe/S-Biogenese spielt. Eine Dreifach-Depletionsmutante kdnnte
hierbei den Datensatz vervollstdndigen. Alternativ wére es auch mdglich die genomischen
Kopien der Gene durch plasmidbasierte Kopien zu ersetzen um die Stammherstellung zu

vereinfachen.

Ein wesentliches biologisches Problem ist die eingeschrankte Nachweisbarkeit
niedrigabundanter Fe/S-Proteine. Diese Proteine wie Ntg2 oder Chll kdnnten durch eine
plasmidbasierte, kontrollierte und moderate Uberexpression besser detektiert, charakterisiert
und auf ihre Stabilitat als Apoprotein hin untersucht werden. In diesem Kontext ware es auch
vielversprechend verschiedene Fe/S-Proteine in CIA-Depletionsstdmmen zu Uberexprimieren
und anhand der Abundanzanderungen der anderen zytosolischen und nuklearen Fe/S-

Proteine eine Priorisierung zu untersuchen.

Proteine, welche durch die Analyse als mdgliche Fe/S-Proteine identifiziert wurden, sollten
exprimiert und dann auf ihre Kofaktoren hin untersucht werden, hierfir wurden bereits vier

Kandidaten von Kristin Hansen im Rahmen einer Bachelorarbeit aufgereinigt.

Die Hypothese, dass Apoproteine ohne ihren Fe/S-Kofaktor instabil sind, wurde modifiziert und
die Ergebnisse zeigten, dass einige Fe/S-Proteine als Apoprotein instabil werden. Eine
experimentelle Validierung dieser Stabilitdtshypothese, z. B. durch Inkubation aufgereinigter
Proteine in Hefezellextrakten und nachfolgende Analysen, ware ein vielversprechender
nachster Schritt. Auch der gezielte Einsatz von Proteasom-Hemmern wie MG132 oder das
kombinierte Depletieren von Chaperonen und CIA-Komponenten kénnte helfen, die Instabilitat
der Apoproteine zu untersuchen um zum Beispiel die Rolle des Proteasoms bei der
Degradation instabiler Apoproteine aufzuklaren. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen kdénnten

neue Hypothesen zur Erkennung und Proteolyse von Apoproteinen gebildet werden.

Um eine starkere Abundanzanderung der Fe/S-Proteine hervorzurufen wére es denkbar zuerst
Chaperone zu depletieren und im Anschluss CIA-Proteine zu depletieren. Dadurch kdnnten

Proteine, deren Stabilitéat von ihrem Kofaktor abh&angt, noch instabiler werden.
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Ein weiterer Ansatzpunkt betrifft regulatorische Aspekte der Eisenhomdostase. Hier erscheint
insbesondere die Rolle von Yap5 unklar, da dieses Transkriptionsfaktor-Protein unter der
Nachweisgrenze lag. Eine gezielte Anreicherung oder alternative Nachweismethoden kénnten
hier Abhilfe schaffen.

Das Proteom der bereits vorhandenen AGrx3- und AGrx4-Hefestamme sollte
massenspektrometrisch quantifiziert und zusammen mit den Daten die hier préasentiert wurden
auf weitere Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen Grx3 und Grx4 hin analysiert

werden.

SchlieBBlich kdnnten systembiologische Ansatze helfen, neue regulatorische Netzwerke zu
identifizieren. Die Kombination aus RNA-Seq bei Grx3/4-Depletion und der Analyse von Ko-
Expressionsmustern mit z. B. TYW1 konnte neue transkriptionelle oder posttranslationale
Regulationen aufdecken. Auch Reporter-Konstrukte mit dem TYW1-Promotor bieten eine
Mdoglichkeit, Redox- und Stressantworten auf transkriptioneller Ebene zu untersuchen. Ein

Vergleich von Proteom- und Transkriptomdaten scheint sinnvoll.

Der in Kapitel 5.8 beschriebene Zusammenhang zwischen der CIA-Maschinerie und der
Cysteinreaktivitdt von Proteinen des Thioredoxinsystems sollte auch genauer untersucht

werden, mdglicherweise in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Deponte.

Die vielversprechenste Methode zur Charakterisierung von bisher uncharakterisierten Fe/S-
proteinen ist Crosslinking des CTC mit Zielproteinen und nachfolgender Analyse, zum Beispiel
mittels MS.

Ein wesentliches Erkenntnisinteresse ergibt sich aus der strukturellen und funktionellen
Spezialisierung innerhalb der CIA-Maschinerie. Die beobachtete Ungleichgewichtigkeit der
Phanotypen bei Depletion einzelner Komponenten legt nahe, dass bestimmte CIA-Proteine
eine hierarchisch Ubergeordnete Rolle einnehmen. Zukiinftige Arbeiten kdnnten sich auf die
detaillierte Rekonstruktion solcher Hierarchien konzentrieren, beispielsweise durch
kombinierte Depletionen, zeitlich kontrollierte Expression oder durch gezielte Mutationen

einzelner Funktionsdoméanen.

Auf proteomischer Ebene ware es von groldem Interesse, den Einfluss der CIA-Depletion nicht
nur auf Proteinmengen, sondern auch auf funktionelle Eigenschaften wie Enzymaktivitat,
Interaktionsnetzwerke und posttranslationale Modifikationen zu untersuchen. Die Integration
weiterer omics-Methoden, wie z. B. Metabolomics oder Phosphoproteomics, kénnte hier neue

regulatorische Zusammenhéange sichtbar machen.

Ein weiterer Aspekt betrifft die intrazellulare Lokalisierung von Gltl. Die eindeutige

Abhangigkeit der Glutamatsynthase Glt1 von der zytosolischen CIA-Maschinerie widerspricht
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friheren Annahmen einer mitochondrialen Lokalisation und sollte bevorzugt unabhangig durch
Fluoreszenzmikroskopie validiert werden. Im Rahmen der Glt1-Charakterisierung sind auch
Experimente zur Abhéangigkeit der Aktivitit von GIltl von einer Filamentbildung
vielversprechend. Da die Bildung von Filamenten (unter anderem) von der Wachstumsphase
abhangig ist, waren Messungen der Aktivitdt im Zellextrakt in mehreren Wachstumsphasen
denkbar.

Nicht zuletzt bleibt die Frage nach der molekularen Natur des vom Mitochondrium exportierten
CIA-Prékursors weiterhin offen. Die Identifikation dieses Intermediats — sei es durch gezielte
Metaboliten-Screenings, chemische Labeling-Anséatze oder durch die Nutzung neuer
Transportdefektmutanten — stellt eine der gréf3ten Herausforderungen, aber auch Chancen fur

das Verstandnis der zellularen Fe/S-Logistik dar.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Dissertation, dass die Reifung von Fe/S-Proteinen ein
hochgradig regulierter, dynamischer Prozess ist, der weit Uber die bloRe Einfligung eines
Metallclusters hinausgeht. Die hier entwickelten experimentellen Werkzeuge und Hypothesen
bieten eine solide Grundlage flr zuklnftige Arbeiten, die helfen kénnten, zentrale Prinzipien

der zellularen Metalloprotein-Biogenese zu entschlisseln.
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8. Anhang
8.1 Tupfeltests

Galaktose 16 h Glukose
1 101102 103 104 105 1 101 102 103 10* 107

W303
GalL-3HA-Tah18

GalL-3HA-Dre2

GalL-3HA-Tah18&/
GalL-3HA-Dre2

GalL-3HA-Ctd1

GalL-3HA-Nbp35

GalL-3HA-Cfd1/
GalL-3HA-Nbp35

GalL-3HA-Narl

AGrx3

Abbildung 101: Tupfeltests verschiedener Hefedepletionsstamme. Gezeigt sind
verschiedene Vollmedium-Agarplatten. Darauf wurden Hefestdamme in verschiedenen
Verdinnungen, angefangen mit einer ODggo= 0.5 bis hin zu einer 1:100,000 Verdinnung
getlupfelt. Links neben den Tlpfeltest wird die Art des Hefestammes beschrieben. W303 ist
der Wildtyp, mittels GalL-Promotor depletierbare Hefestamme wurden liber das depletierbare
Protein links beschrieben und bei Hefestdammen mit Deletionen wurde das deletierte Gen links
beschrieben. Alle Tupfeltest wurden mindestens als Duplikat (n = 2) durchgefthrt. Die Platten
wurden fiir 48 h bei 30 °C inkubiert. Uber der Spalte ist der im Vollmedium verwendete Zucker,
sowie die Wachstumsdauer in dem jeweiligen Flissigmedium vor dem Tipfeltest beschrieben
(Rohdaten 46).
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64 h Glukose
1 10! 102 103 104 10

Abbildung 102: Tupfeltests verschiedener Hefedepletionsstamme. Gezeigt sind
verschiedene Vollmedium-Agarplatten. Darauf wurden Hefestamme in verschiedenen
Verdinnungen, angefangen mit einer ODgoo= 0.5 bis hin zu einer 1:100,000 Verdinnung
getupfelt. Links neben den Tlpfeltest wird die Art des Hefestammes beschrieben. W303 ist
der Wildtyp, mittels GalL-Promotor depletierbare Hefestamme wurden Uber das depletierbare
Protein links beschrieben und bei Hefestdmmen mit Deletionen wurde das deletierte Gen links
beschrieben. Alle Tupfeltest wurden mindestens als Duplikat (n = 2) durchgefuhrt. Die Platten
wurden fur 48 h bei 30 °C inkubiert. Vor Durchfihrung des Tupfeltests wurden die Hefestamme
fur 64 h in Flussigkulturen mit Glukose als Zucker inkubiert (Rohdaten 46).
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Galaktose 16 h Glukose
1 10! 102103 104 105 1 10! 102 103 10* 10°

2deory. J00%: ° |

GalL-3HA-Cial
GalL-3HA-Cia2
GalL-3HA-Met18
GalL-3HA-Ltol

GalL-3HA-Yael

GalL-3HA-Ltol/
GalL-3HA-Yael

Abbildung 103: Tupfeltests Verschiedener Hefedepletionsstamme. Gezeigt sind
verschiedene Vollmedium-Agarplatten. Darauf wurden Hefestamme in verschiedenen
Verdinnungen, angefangen mit einer ODggo= 0.5 bis hin zu einer 1:100,000 Verdinnung
getupfelt. Links neben den Tupfeltest wird die Art des Hefestammes beschrieben. W303 ist
der Wildtyp, mittels GalL-Promotor depletierbare Hefestdmme wurden Uber das depletierbare
Protein links beschrieben und bei Hefestdmmen mit Deletionen wurde das deletierte Gen links
beschrieben. Alle Tupfeltest wurden mindestens als Duplikat (n = 2) durchgefuhrt. Die Platten
wurden fiir 48 h bei 30 °C inkubiert. Uber der Spalte ist der im Vollmedium verwendete Zucker,
sowie die Wachstumsdauer in dem jeweiligen Flissigmedium vor dem Tpfeltest beschrieben
(Rohdaten 47).
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64 h Glukose
1 107! 102 103 10* 107

GalL-3HA-Cial
GalL-3HA-Cia2
GalL-3HA-Met18
GalL-3HA-Ltol

GalL-3HA-Yael

GalL-3HA-Ltol/
GalL-3HA-Yael

Abbildung 104: Tupfeltests verschiedener Hefestdmme. Gezeigt sind verschiedene
Vollmedium-Agarplatten. Darauf wurden Hefestdmme in verschiedenen Verdinnungen,
angefangen mit einer ODegoo= 0.5 bis hin zu einer 1:100,000 Verdinnung getipfelt. Links
neben den Tupfeltest wird die Art des Hefestammes beschrieben. W303 ist der Wildtyp, mittels
GalL-Promotor depletierbare Hefestamme wurden uUber das depletierbare Protein links
beschrieben und bei Hefestammen mit Deletionen wurde das deletierte Gen links beschrieben.
Alle Tupfeltest wurden mindestens als Duplikat (n = 2) durchgefiihrt. Die Platten wurden fir
48 h bei 30 °C inkubiert. Vor Durchfiihrung des Tupfeltests wurden die Hefestamme fir 64 h
in Flussigkulturen mit Glukose als Zucker inkubiert (Rohdaten 47).
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8.2 Western Blots

GalL-3HA- GalL-3HA-
Dre2/ Cfdl/

GalL-3HA- GalL-3HA- GalL-3HA- GalL-3HA- GalL-3HA- GalL-3HA- GalL-3HA-
Tah18 Dre2 Tah18 Nbp35 Cfdl Nbp35 Narl
Gal Glu Gal Glu Gal Glu Gal Glu Gal Glu Gal Glu Gal Glu

e e ——
| comm—
— — —
AGrx4-GalL- AGrx3-GalL- GalL-3HA- GalL-3HA- GalL-3HA- GalL-3HA-
3HA-Grx3 3HA-Grx4 Cial Cia2 Met18 Yael
Gal Glu Gal Glu Gal Glu Gal Glu Gal Glu Gal Glu
— -

Abbildung 105: Zusammenfassung der Western Blots von Zellextrakten mutierter
Hefestdmme. Gezeigt ist eine Zusammenstellung von Western Blots von mittels Rodel-
Methode aufgeschlossenen Hefezellen. Dabei wurden abwechselnd Zellextrakte aus
Wachstum mit Galaktose und Glukose im Medium (Gal und Glu) aufgetragen. Die Membranen
wurden mit HA-Antikdrpern inkubiert und mit unterschiedlichen Belichtungsléangen
aufgenommen.
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8.3 Wachstumskurven
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Abbildung 106: Verdopplungszeiten der mutierten Hefestamme nach 16 Stunden
Wachstum mit Glukose als Kohlenstoffquelle. Gezeigt ist die minimale Verdopplungszeit
verschiedener Hefestdmme in Form der einzelnen Replikate (Sterne), sowie der daraus
errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen (Rohdaten 40, 41).
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Abbildung 107: Verdopplungszeiten der mutierten Hefestdmme nach 64 Stunden
Wachstum mit Glukose als Kohlestoffquelle. Gezeigt ist die minimale Verdopplungszeit
verschiedener Hefestdmme in Form der einzelnen Replikate (Sterne), sowie der daraus
errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen (Rohdaten 42, 43).

219



N

& Galaktose *|
§ Glukosel6hi
i Glukose 64 h
=
£ 3 i
N * i
S
5 * *
af *
> 2 i*
*
=7 Lo i
T R i n o
Ry A x [k
a0 ok * *
< *
— 14 o N %
o
= |
=
]
7
=9 54293 ¢ PR EEE 3 OEaE
s 9 o £28 2z ¢ ¢ J.¢ <9 © = 5 O
DR < 42495 < 9 9 %ka B = % R s
o T < g = ST ST & & T I I
D ===~~~ R a0 &0 N0 N
T = Qe 4O a2 4 2 4 =24
=2 = I R N = =5 = = 3 = =8
g O © T S= O o o © O O © Q0
O OO

Abbildung 108: Relative Lag-Zeit der mutierten Hefestamme im Vergleich zum Wildtyp
W303. Gezeigt ist die Veranderung der Lag-Zeit der verschiedenen Hefestamme relativ zu
dem im selben Experiment gemessenen Wildtyp. Angegeben sind bei allen Stammen die
einzelnen Messwerte der Replikate (Sterne), deren Mittelwerte, sowie die
Standardabweichung. Die Farbe der Balken weist auf die Zeit des Wachstums mit einem
spezifischen Zucker vor Ausfiihrung dieses Experiments hin. Die Lag-Zeit wurde automatisiert
durch das Messprogramm errechnet (Rohdaten 48).
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8.4 Abundanzen verschiedener Proteingruppen in Depletionsstdmmen
8.4.1 Proteine der CIA-Maschinerie
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Abbildung 109: Abundanz des CIA-Proteins Tahl8 in verschiedenen
Depletionsstdmmen. Gezeigt ist die gemessene LFQ-Intensitat von Dre2, Cfdl und Nbp35
in verschiedenen Hefe-Zellextrakten verschiedener Depletionsstimme. Dabei wurden
biologische Replikate gemessen (n = 3 oder 4) und deren Mittelwert aufgetragen. Volle
Vierecke zeigen Messwerte, ungeflllte Vierecke zeigen imputierte Werte (Rohdaten 44).
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Abbildung 110: Abundanzen der CIA-Proteine in verschiedenen Depletionsstammen.
Gezeigt ist die gemessene LFQ-Intensitat von Dre2, Cfd1 und Nbp35 in verschiedenen Hefe-

Zellextrakten verschiedener

Depletionsstamme.

Dabei

wurden biologische Replikate

gemessen (n = 3 oder 4) und deren Mittelwert aufgetragen. Volle Vierecke zeigen Messwerte,

ungefillte Vierecke zeigen imputierte Werte (Rohdaten 44).
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Abbildung 111: Abundanzen der CIA-Proteine in verschiedenen Depletionsstammen.
Gezeigt ist die gemessene LFQ-Intensitat von Narl, Grx4 und Grx3 in verschiedenen Hefe-

Zellextrakten verschiedener

Depletionsstdmme.

Dabei

wurden biologische Replikate

gemessen (n = 3 oder 4) und deren Mittelwert aufgetragen. Volle Vierecke zeigen Messwerte,

ungefullte Vierecke zeigen imputierte Werte (Rohdaten 44).

223



28

26

28 4

25

22 4

26

254

27 5

24

21 1

| 19BA-VHE-TIED
10YT-VHE-T[BD

- cedaN-VHE-TIRD
L E0EM

29

27

Lag NN 0 .Zne]
oA N 0 €0EM

FEOEM

29

27

F [PBA-VHE-TIED
F [OVT-VHE"TI®D

I TRID-VHETIED
L #XID-VHETIED
£XIDV

| €XID-VHETRD
FXIDV

| sedaN-VHE-TED
[PFO-VHE-T[BD

- SedaN-VHETIBD
L IPJD-VHE-TIED

| 291Ad-VHETED
STYEL-VHETIBD

F 8IUBL-VHET[®D
FE0EM

* o

F [HEN-VHETIBD
F CId-VHETIED
r 8IYEL-VHETI®D
FE0EM

28

.

26 4
24

—f,

22 4

*e

F 8[RIN-VHETIED
F TBID-VHE TIBD

r E0EM

—_ 25

T

<+
(]

1) Ansuepu O]

274

wy
(o]

zerD Aysudjuf O

23 4

28 4

STIRIA ANsuaIu] OAT

Abbildung 112: Abundanz der CTC-Proteine in verschiedenen Depletionsstammen.

Gezeigt ist die gemessene LFQ-Intensitat von Cial, Cia2 und Met18 in verschiedenen Hefe-

Zellextrakten verschiedener

gemessen (n

wurden biologische Replikate

Dabei

Depletionsstamme.

3 oder 4) und deren Mittelwert aufgetragen. Volle Vierecke zeigen Messwerte,

ungefillte Vierecke zeigen imputierte Werte (Rohdaten 44).
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Abbildung 113: Abundanz von Yael in verschiedenen Depletionsstammen. Gezeigt ist
die gemessene LFQ-Intensitat von Yael in verschiedenen Hefe-Zellextrakten verschiedener
Depletionsstdmme. Dabei wurden biologische Replikate gemessen (n = 3 oder 4) und deren
Mittelwert aufgetragen. Volle Vierecke zeigen Messwerte, ungefiillte Vierecke zeigen
imputierte Werte (Rohdaten 44).
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8.4.2 Zytosolische Fe/S-Proteine

Core-CIA
Core-CIA + Grx3/4
CIA (gesamt)

-Mak16
-Elp3

-Rlil

=Ncs6

-Tywl
- Apdl
-Dphl
-Dph2
-Dna2
-Pol 1

Abbildung 114: Stabilitat der zytosolischen Eisen-Schwefel-Proteine unter Fe/S-
limitierenden Bedingungen. Gezeigt sind die Abundanzverédnderung im Vergleich zum
Wildtyp bei verschiedenen Bedingungen welche die zytosolische Fe/S-Verflugbarkeit
limitieren. Die gezeigten Werte stellen dabei den Mittelwert der links angegebenen
Depletionsstdmme dar. Dabei ist diese Abbildung eine Zusammenfassung von Abbildung 56,
wobei ,,Core-CIA" die Depletionsstdmme der CIA-Faktoren Grx3/4, Yael und Ltol ausschlief3t.
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Abbildung 115: Abundanz von Gltlin verschiedenen Depletionsstammen. Gezeigt ist die
gemessene LFQ-Intensitdt von GItl in verschiedenen Hefe-Zellextrakten verschiedener
Depletionsstdmme. Dabei wurden biologische Replikate gemessen (n = 3 oder 4) und deren
Mittelwert aufgetragen. Volle Vierecke zeigen Messwerte, ungefillte Vierecke zeigen

imputierte Werte (Rohdaten 44).
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verschiedener

von

Abundanz
Hefe-Zellextrakten

116:
biologische Replikate gemessen (n = 3 oder 4) und deren Mittelwert aufgetragen. Volle

Depletionsstammen. Gezeigt ist die gemessene LFQ-Intensitat von Rad3, Leul und Poll in
Vierecke zeigen Messwerte, ungeflllte Vierecke zeigen imputierte Werte (Rohdaten 44).
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117:
biologische Replikate gemessen (n = 3 oder 4) und deren Mittelwert aufgetragen. Volle

Depletionsstammen. Gezeigt ist die gemessene LFQ-Intensitat von Pol3, Pri2 und Pol2 in
Vierecke zeigen Messwerte, ungefillte Vierecke zeigen imputierte Werte (Rohdaten 44).
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in verschiedenen Hefe-Zellextrakten verschiedener Depletionsstimme. Dabei wurden
biologische Replikate gemessen (n = 3 oder 4) und deren Mittelwert aufgetragen. Volle
Vierecke zeigen Messwerte, ungefillte Vierecke zeigen imputierte Werte (Rohdaten 44).
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Abundanz
Depletionsstammen. Gezeigt ist die gemessene LFQ-Intensitat von Dphl, Met5 und Ncs6 in

119:
verschiedenen

Abbildung

wurden

Dabei

verschiedener Depletionsstdmme.

Hefe-Zellextrakten

biologische Replikate gemessen (n = 3 oder 4) und deren Mittelwert aufgetragen. Volle
Vierecke zeigen Messwerte, ungefillte Vierecke zeigen imputierte Werte (Rohdaten 44).
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120: Abundanz von

Abbildung

Depletionsstammen. Gezeigt ist die gemessene LFQ-Intensitat von Elp3, Rlil und Tywl in

verschiedenen

wurden

Dabei

verschiedener Depletionsstimme.

Hefe-Zellextrakten

biologische Replikate gemessen (n = 3 oder 4) und deren Mittelwert aufgetragen. Volle

Vierecke zeigen Messwerte, ungefillte Vierecke zeigen imputierte Werte (Rohdaten 44).
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Abbildung 121: Abundanz von Mak16 in verschiedenen Depletionsstammen. Gezeigt ist
die gemessene LFQ-Intensitdt von Mak16 in verschiedenen Hefe-Zellextrakten verschiedener
Depletionsstdmme. Dabei wurden biologische Replikate gemessen (n = 3 oder 4) und deren
Mittelwert aufgetragen. Volle Vierecke zeigen Messwerte, ungefiillte Vierecke zeigen
imputierte Werte (Rohdaten 44).
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8.4.3 Glykolyseproteine
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Abbildung 122: Anderungen an den Proteinabundanzen der Glykolyse. Gezeigt sind die
Differenzen der Abundanzen der Glykolyseproteine in chronologischer Reihenfolge in
Depletionsstammen, verglichen mit dem Wildtyp. Errechnet wurde die Differenz aus dem
Mittelwert von drei (Experiment 1) oder vier (Experiment 2-5) biologischen Replikaten. Die
Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-Werten, wobei * ** ***
respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht (Rohdaten 60).
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8.4.4 Citratzyklusproteine
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Abbildung 123: Abundanzen der Krebs-Zyklus-Proteine von S.cerevisiae. Gezeigt sind
die Differenzen der Mittelwerte der (z.T. imputierten) Proteinabundanzen von Proteinen des
Citratzyklus in Depletionsstammen und dem Wildtyp. Errechnet wurde die Differenz aus dem
Mittelwert von drei (Experiment 1) oder vier (Experiment 2-5) biologischen Replikaten. Die
Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-Werten, wobei * ** ***
respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht (Rohdaten 62).
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8.4.5 Atmungskette
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Abbildung 124: Anderungen an den Proteinabundanzen der Atmungskette. Gezeigt sind
die Differenzen der Abundanzen der Atmungskette in chronologischer Reihenfolge in
Depletionsstammen, verglichen mit dem Wildtyp. Errechnet wurde die Differenz aus dem
Mittelwert von drei (Experiment 1) oder vier (Experiment 2-5) biologischen Replikaten. Die
Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-Werten, wobei * ** ***
respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht (Rohdaten 63).
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8.4.6 Glukosefermentation und Pyruvatdehydrogenase
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Abbildung 125: Anderungen an den Proteinabundanzen von Stoffwechselwegen mit
Pyruvat als Substrat. Gezeigt sind die Differenzen der Proteinabundanzen in chronologischer
Reihenfolge in Depletionsstammen, verglichen mit dem Wildtyp. Errechnet wurde die Differenz
aus dem Mittelwert von drei (Experiment 1) oder vier (Experiment 2-5) biologischen
Replikaten. Die Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-Werten,
wobei *** *** respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht (Rohdaten 64).
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8.4.7 Pentosephosphatweg
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Abbildung 126: Anderungen an den Proteinabundanzen des Pentosephosphatwegs.
Gezeigt sind die Differenzen der Proteinabundanzen in chronologischer Reihenfolge in
Depletionsstammen, verglichen mit dem Wildtyp. Errechnet wurde die Differenz aus dem
Mittelwert von drei (Experiment 1) oder vier (Experiment 2-5) biologischen Replikaten. Die
Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-Werten, wobei * ** ***
respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht (Rohdaten 65).
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8.4.8 THF-Syntheseweg
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Abbildung 127: Anderungen an den Proteinabundanzen der
Tetrahydrofolatbiosynthese und -wiederverwertung. Gezeigt sind die Differenzen der
Proteinabundanzen in chronologischer Reihenfolge in Depletionsstammen, verglichen mit
dem Wildtyp. Errechnet wurde die Differenz aus dem Mittelwert von drei (Experiment 1) oder
vier (Experiment 2-5) biologischen Replikaten. Die Signifikanz entspricht den mittels Students
T-Test errechneten g-Werten, wobei *,** *** respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht
(Rohdaten 66).
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8.4.9 Flavoproteine
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Abbildung 128: Anderungen an den Proteinabundanzen der Flavobiosynthese. Gezeigt

sind die Differenzen der

Proteinabundanzen

in chronologischer

Reihenfolge in

Depletionsstammen, verglichen mit dem Wildtyp. Errechnet wurde die Differenz aus dem
Mittelwert von drei (Experiment 1) oder vier (Experiment 2-5) biologischen Replikaten. Die
Signifikanz entspricht den mittels Students T-Test errechneten g-Werten, wobei * ** ***
respektive weniger als 0.05, 0.01, 0.001 entspricht (Rohdaten 55).

239



8.5 Ribosombiogenese
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Abbildung 129: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Tahl18-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der
p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 130: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Dre2-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der
p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 131: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Dre2/Tah18-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der
p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 132: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Cfd1l-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der
p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 133: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Nbp35-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der

p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 134: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem
Cfd1/Nbp35-Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative
Logarithmus der p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein
Volcano Plot des gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 135: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Narl-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der

p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 136: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Cial-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der
p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 137: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Cia2-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der
p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 138: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Met18-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der
p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 139: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Ltol-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der
p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 140: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Yael-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der
p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 141: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem Ltol/Yael-
Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus der
p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des

gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 142: Volcano Plots der

AGrx4/Grx3-Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative
Logarithmus der p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein
Volcano Plot des gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).

0
Post Export [Differenz (log)]

253

Proteine der

Ribosombiogenese

0
40S Untereinheit [Differenz (log)]

in einem



AGrx3/GalL-3HA-Grx4

0
1/A [Differenz (log)]

0
Mak16 Modul [Differenz (log)]

0
2/B [Differenz (log)]

8

8

E [Differ(()enz (log)]

0
gesamtes Proteom [Differenz (log)]

Nog2 Partikel [

0

Differenz (log)]

8

L]
°

8

8

°
L)

°
o
[ 1]
o

° ® ‘
° ':4.

0
40S Untereinheit [Differenz (log)]

0 0
Pre Export [Differenz (log)] Post Export [Differenz (log)]

Abbildung 143: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem
AGrx3/Grx4-Depletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative
Logarithmus der p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein
Volcano Plot des gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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Abbildung 144: Volcano Plots der Proteine der Ribosombiogenese in einem
eisendepletionsstamm. Gezeigt sind Differenz zum Wildtyp, sowie der negative Logarithmus
der p-Werte der verschiedenen Stadien der Ribosombiogenese. Mittig ist ein Volcano Plot des
gesamten Proteoms als Referenz gezeigt (Rohdaten 59).
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8.6 Gruppierung mittels Venn-Diagramm

Hier gehoren die Zahlen des Venn-Diagramms als Tabelle rein

8.7 N-Terminus von Gltl

Abbildung 145: N-Terminus von Gltl. Gezeigt ist der N-Terminus einer mittels Alphafold2
berechneten Struktur von Gltl (Jumper et al., 2021). Dabei wird die Ladung von der Farbe
symbolisiert. Rot zeigt eine negative Ladung und Blau eine positive Ladung (Rohdaten 54).

8.8 GO-term-Analyse
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Abbildung 146: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion der
frihen CIA-Proteine ihre Abundanz erhéhen. Gezeigt sind GO-terms, welche bei Proteinen,
deren Abundanz in TAH18|, DRE2| und TAH18|/DRE2|-Stammen erhoht sind,
Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird die Art des GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).
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Abbildung 147: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion der
frihen CIA-Proteine ihre Abundanz verringern. Gezeigt sind GO-terms, welche bei
Proteinen, deren Abundanz in TAH18|, DRE2| und TAH18]/DREZ2 |-Stdmmen verringert sind,
Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird die Art des GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).
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Abbildung 148: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion der CIA-
Scaffold-Proteine ihre Abundanz erhdhen. Gezeigt sind GO-terms, welche bei Proteinen,
deren Abundanz in CFD1], NBP35]| und Cfd1|/NBP35|-Stammen erhdht sind,
Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird die Art des GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).
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Abbildung 149: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion der CIA-
Scaffold-Proteine ihre Abundanz verringern. Gezeigt sind GO-terms, welche bei Proteinen,

deren Abundanz

in CFD1|, NBP35] und Cfd1|/NBP35|-Stammen verringert sind,

Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird die Art des GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).
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Abbildung 150: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion von
Narl und der CTC-Proteine ihre Abundanz verringern. Gezeigt sind GO-terms, welche bei
Proteinen, deren Abundanz in NAR1|, CIAl1], CIA2| und MET18|-Stammen verringert sind,
Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird die Art des GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).
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Abbildung 151: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion von
Eisen und Grx3/4 ihre Abundanz erhdhen. Gezeigt sind GO-terms, welche bei Proteinen,
deren Abundanz in AGRX4/GRX3|, AGRX3/GRX4|, Fe| und LEU2'/Fe|-Stammen erhoht
sind, Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird die Art des GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).
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Abbildung 152: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion von
Eisen und Grx3/4 ihre Abundanz verringern. Gezeigt sind GO-terms, welche bei Proteinen,
deren Abundanz in AGRX4/GRX3|, AGRX3/GRX4|, Fe| und LEU2"/Fe|-Stammen verringert
sind, Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird die Art des GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).
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Abbildung 153: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion von
Yaelund Ltolihre Abundanz erhthen. Gezeigt sind GO-terms, welche bei Proteinen, deren
Abundanzin LTO1], YAE1| und LTO1]}/ YAEL|-StAmmen erhoht sind, Uberreprasentiert sind.
Unten rechts wird die Art des GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).
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Abbildung 154: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion von
Yael und Ltol ihre Abundanz verringern. Gezeigt sind GO-terms, welche bei Proteinen,
deren Abundanz in LTO1l|, YAEl] und LTO1]/ YAE1l|-Stammen verringert sind,
Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird die Art des GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).
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Abbildung 155: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion von
ClIA-Proteinen, ohne Grx3/4, Yael und Ltol ihre Abundanz verringern. Gezeigt sind GO-
terms, welche bei Proteinen, deren Abundanz in TAH18|, DRE2|, CFD1|, NBP35], NAR1|,
CIAl|, CIA2| und MET18|-Stdmmen verringert sind, Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird
die Art des GO-terms angezeigt (Rohdaten 53).
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Abbildung 156: GO-terms Anreicherung von Proteinen, welche durch Depletion von
Dre2 ihre Abundanz verringern. Gezeigt sind GO-terms, welche bei Proteinen, deren
Abundanz ausschlief3lich im DREZ2|-Stamm, aber nicht in anderen Depletionsstammen
verringert sind, Uberreprasentiert sind. Unten rechts wird die Art des GO-terms angezeigt
(Rohdaten 53).
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8.9 Strukturen der Top 20-Hits des Screenings nach reaktiven Cysteinen
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Abbildung 157: Reaktive Cysteine von Adh7, Sol2, Rpl40B und Arg8
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Abbildung 158: Reaktive Cysteine von YHR020W, Ncel03, Yhi9 und Rpl23B
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Abbildung 159: Reaktive Cysteine von Caf16, Odc2, Adel7 und Ppzl
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Abbildung 160: Reaktive Cysteine von Map2, RpI35B, Cpa2, Aipl und Dak1
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8.10 Sequenzalignment der Sequenzierungen neuer Stamme

Das Startkodon (ATG) des jeweiligen Gens wurde zur Orientierung farblich markiert (grin)

(Rohdaten 99).
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TCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATTCTAGAACTAGTGGATCCCCCCCG
-AACTACTTGGTCATCAAGGAGAAACACCCCCGGATTCTAGAACTAGTGGATCCCCCCCG
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AAATTTCTGTGCTCTTCCTCCAATAAATCGATGATTTTTGATCTATTAACGGATATATAA
-------------------------- ATCGATGATTTTTGATCTATTAACGGATATATAA
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TCCATATGACGTTCCAGATTACGCTGCTCAGTGCTCTGGTGCTGGTGCCGGTGCTGGTGC

3k 3k 3k 3k >k 5k 5k 3k 3k >k 3k >k 5k 5k 3k 3k >k >k 5k ok 3k 3k 3k >k 5k sk 3k 3k 3k >k ok >k sk 3k 3k 3k >k >k ok 5k 3k 3k >k %k >k ok sk 3k ok 3k ok ok ok %k ok ok k ok okok

CGGTGCCGGTGCTGGTCCGACAGAGAATTCATCGATGACTGTGGTTGAAATAAAAAGCCA
CGGTGCCGGTGCTGGTCCGACAGAGAATTCATCGATGACTGTGGTTGAAATAAAAAGCCA

3k 3k 3k 5k >k 5k 5k 3k 3k 3k 3k >k 5k 5k 3k 3k >k >k 5k ok 3k 3k 3k >k 5k sk 3k 3k 3k >k >k >k 5k 3k 3k 3k >k 5k ok 5k 3k 3k >k %k >k ok sk 3k ok 3k >k ok ok %k ok ok k ok okok

GGACCAATTTACGCAACTAACCACTACAAACGCTGCTAATAAACTCATTGTCTTATATTT
GGACCAATTTACGCAACTAACCACTACAAACGCTGCTAATAAACTCATTGTCTTATATTT

3k 3k 3k 5k >k 5k 5k 3k 3k 3k 3k >k 5k 5k 3k 3k >k >k 5k ok 3k 3k 3k >k 5k sk 3k 3k 3k >k >k >k 5k 3k 3k 3k >k 5k ok 5k 3k 3k >k %k >k ok sk 3k ok 3k >k ok ok %k ok ok k ok okok

TAAAGCTCAATGGGCTGATCCTTGCAAAACTATGAGCCAGGTGCTAGAAGCTGTTAGTGA

TAAAGCTCAATGGGCTGATCCTTGCAAAACTATGAGCCAGGTGCTAGAAGCTGTTAGTGA
sk ok ok ok ok ok ok ok ok sk sk sk ok ok ok o o o o K kK ok sk sk sk sk ok sk ok ok ok ok o o ok K Kok sk sk sk sk sk ok ok ok ok ok o K K K K ok ok ok ok

AAAAGTTAGGCAAGAGGATGTCCGGTTTTTATCAATAGATGCAGACGAACATCCAGAAAT

AAAAGTTAGGCAAGAGGATGTCCGGTTTTTATCAATAGATGCAGACGAACATCCAGAAAT
s ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok sk Kok ko ok ok ok sk sk sk Kk s o ok ok sk ok Kk s ok ok ok sk sk ok Kk ok ok ok ok ok K oK sk ok ok ok K K

ATCAGACCTTTTTGAGATTGCAGCCGTACCATACTTCGTCTTCATTCAAAATGGTACTAT

ATCAGACCTTTTTGAGATTGCAGCCGTACCATACTTCGTCTTCATTCAAAATGGTACTAT
s ok ok ok sk ok ok ok o ok ok ok sk ok ok ko ok ok ok sk sk sk Kk sk o ok ok sk sk Kk s ok ok ok sk sk sk ok ok ok ok Kok Kk ok sk ok ok ok K K

TGTAAAAGAAATATCAGCCGCAGATCCTAAGGAGTTTGTGAAAAGCTTAGAAATTCTTTC

TGTAAAAGAAATATCAGCCGCAGATCCTAAGGAGTTTGTGAAAAGCTTAGAAATTCTTTC
s ok ok ok sk ok ok ok ko ok ok ok sk koK Kk ok ok ok ok sk ok sk Kk s ok ok ok Kok s ok ok sk sk sk ok ok sk ke ok ok ok sk sk ok Kk sk ok ok ok K

GAATGCTTCTGCCTCACTAGCGAACAATGCCAAGGGTCCTAAATCTACGTCTGATGAGGA

GAATGCTTCTGCCTCACTAGCGAACAATGCCAAGGGTCCTAAATCTACGTCTGATGAGAA
sk kK K KKK K oK oK oK oK oK oK o ok o K K K KK KK KoK KoK oK oK oK ok ok ok ok K K KK KK KKK KRR kKRR R K
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Dgrx3/GalL-3HA-Grx4
DIV339rev

AAGCAGCGGGTCTTCCGATGATGAAGAGGACGAAACTGAAGAAGAAATAAATGC 834

el 760
k%

AGrx4/GalL-3HA-Grx3

Dgrx4/GallL-3HA-Grx3
DIV426rev

Dgrx4/GalL-3HA-Grx3
DIV426rev

Dgrx4/GallL-3HA-Grx3
DIV426rev

Dgrx4/GallL-3HA-Grx3
DIV426rev

Dgrx4/GallL-3HA-Grx3
DIV426rev

Dgrx4/GalL-3HA-Grx3
DIVA426rev

Dgrx4/GalL-3HA-Grx3
DIVA426rev

Dgrx4/GalL-3HA-Grx3
DIVA426rev

Dgrx4/GalL-3HA-Grx3
DIVA426rev

Dgrx4/GallL-3HA-Grx3
DIV426rev

Dgrx4/GallL-3HA-Grx3
DIV426rev

GalL-3HA-Cia2

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

CCAAGCAAGATATTACACAGCAGCAAAACTTTTTCAGGAAAAATTTCTGTGCTCTTCCTC

--AACAACCATAGGATGATAATGCGATTAGTTTTTTAGCCTTATTTCTGGGGTAATTAAT
k% Kk kkk ok Kk K *ok kK * HkkkKKK K kK

CAATAAATCGATGATTTTTGATCTATTAACGGATATATAAATGCAAAAACTGCATAACCA

CAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACGGATATATAAATGCAAAAACTGCATAACCA
* % ok Kok oK KoK oK oK oK oK oK oK ok o K K K KK oK oK oK oK oK oK ok oK ok ok o ok o K K K Kok oK ok ok ok oK ok ok o ok o K K K

CTTTAACTAATACTTTCAACATTTTCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATAAAA

CTTTAACTAATACTTTCAACATTTTCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATAAAA
skt ok sk ok ok sk sk ok ok ok sk ok ok ok ok sk sk ok ok kst sk ok ok sk sk sk ok ok sk sk ok ok sk sk sk ok ok sk sk ok ok sk sk ok ok sk sk ok sk ok ok sk ok ok ok ok ok

GTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACCCCG

GTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACCCCG
KK 3K ok oK oK oK oK oK oK ok ok o K K K KK oK oK oK oK oK oK oK o o ok K K K KK KK oK ok oK oK oK oK ok ok ok o K K KK oK K oK ok ok ok ok ok oK

GATTCTAGAACTAGTGGATCCCCCCCGGAATGGGTTACCCATACGATGTTCCTGACTATG

GATTCTAGAACTAGTGGATCCCCCCCGGAATGGGTTACCCATACGATGTTCCTGACTATG
koK oK o oK KK o KK oK oK K K K K KK K oK R KK oK oK K K oK oK K K oK R KK oK oK KK oK oK KK K oK R KK oK oK K K oK

CGGGCTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATT
CGGGCTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATT

3k 3k 3k 3k >k 5k 5k 3k 3k >k 3k >k 5k ok 3k 3k >k ok 5k ok 3k 3k 3k >k ok sk k 3k 3k >k ok 3k sk sk 3k 3k ok >k sk ok k 3k ok 3k >k ok ok 3k ok 3k ok ok sk k ok ok ok ok okok

ACGCTGCTCAGTGCTCTGGTGCTGGTGCCGGTGCTGGTGCCGGTGCCGGTGCTGGTCCGA
ACGCTGCTCAGTGCTCTGGTGCTGGTGCCGGTGCTGGTGCCGGTGCCGGTGCTGGTCCGA

3k 3k 3k 3k >k 5k 5k 3k 3k ok 3k >k 5k ok 3k 3k >k ok 5k ok 3k 3k 3k >k ok sk k 3k 3k >k ok 3k sk sk 3k 3k ok >k sk ok k 3k ok 3k >k ok sk 3k ok 3k ok ok sk sk ok sk ok ok okok

CAGAGAATTCATCGATGCCTGTTATTGAAATTAACGATCAAGAGCAATTTACTTACCTAA
CAGAGAATTCATCGATGCCTGTTATTGAAATTAACGATCAAGAGCAATTTACTTACCTAA

3k 3k 3k 3k >k 5k 3k 3k 3k 3k 3k >k 5k 5k 3k 3k >k >k 5k ok 3k 3k 3k >k 5k sk 3k 3k 3k >k ok >k sk 3k 3k 3k >k 5k ok 5k 3k 3k >k %k >k ok sk 3k ok 3k ok ok ok %k ok k ok ok okok

CTACCACTGCGGCCGGCGACAAGTTAATCGTGCTTTATTTCCATACCAGTTGGGCAGAAC
CTACCACTGCGGCCGGCGACAAGTTAATCGTGCTTTATTTCCATACCAGTTGGGCAGAAC

3k 3k sk >k >k ok 5k 3k sk >k >k >k sk 5k sk ok >k sk ok sk sk sk ok ok ok sk sk sk sk ok ok sk sk sk 3k sk ok >k sk sk sk sk sk sk sk ok sk sk ok sk ok ok ok sk ok sk ok ok k ok

CATGCAAAGCATTAAAGCAGGTTTTTGAGGCCATTAGTAATGAGCCTTCCAATTCCAACG

CATGCAAAGCATTAAAGCAGGTTTTTGAGGCCATTAGTAATGAGCCTTCCAATTCCAACT
s ok ok sk sk ok ok ok sk ok ok ok ok sk ok ok ok sk ok sk ok ok sk sk sk ok ok sk sk ok ok sk sk sk ok sk s ok ok ok sk sk ok ok ok sk ok ok sk ok ok ok ok sk ok

TCTCTTTCTTATCCATTGATGCGGACGAAAACTC 634

TTTTTC = m o oo oo 604
* k%

———————— AATACTTTCAACATTTTCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATAAAA

TTTAAACTAATACTTTCAACATTTTCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATAAAA
ok ok oK oK K oK ok oK K K K oK oK K K oK oK oK K oK oK oK K oK ok oK KK ok oK K K oK oK oK K K oK oK KK K ok K

GTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACCCCG

GTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACCCCG
5k K ok oK ok oK ok oK 3k oK 3k oK 3k oK ok K ok K ok K ok K ok K ok K oK 3 ok o ok 3 ok 3k oK 3 oK 3K oK 3 oK ok oK ok oK ok oK ok oK kK ok ok ok K K
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GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GallL-3HA-Cia2
AJP2125rev

GalL-3HA-Yael

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GATTCTAGAACTAGTGGATCCCCCCCGGAATGGGTTACCCATACGATGTTCCTGACTATG

3k 3k 3k 5k 3k ok 5k ok 5k >k 5k >k 5k >k 5k >k 5k 3k ok 3k sk 3k 3k 5k >k %k >k sk ok 5k 3k sk 3k ok 3k >k ok >k sk ok sk ok ok sk ok ok ok 3k ok ok ok ok ok ok ckok kok kok

GATTCTAGAACTAGTGGATCCCCCCCGGA.GGTTACCCATACGATGTTCCTGACTATG

CGGGCTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATT

CGGGCTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATT
sk sk sk ok sk ok sk ok sk sk sk ok ok sk ok sk ke ok sk ok K sk ok sk sk ok sk ok sk sk ok sk k ok sk ok K ok sk sk kst k ok sk ok sk k sk ok ks ok ok ok ok

ACGCTGCTCAGTGCTCTGGTGCTGGTGCCGGTGCTGGTGCCGGTGCCGGTGCTGGTCCGA
ACGCTGCTCAGTGCTCTGGTGCTGGTGCCGGTGCTGGTGCCGGTGCCGGTGCTGGTCCGA

3k 3k >k 5k 3k ok 5k ok 5k >k 5k >k 5k >k 5k 3k 5k 3k ok 3k sk 3k 5k 5k >k 5k >k 3k ok sk 3k ok 3k ok 3k >k sk >k ok ok sk ok ok sk ok ok ok 3k ok ok ok ok ok ok ckok kok k ke

CAGAGAATTCATCGATGTCTGAGTTTTTGAATGAAAATCCCGACATTTTAGAGGAGAACC
CAGAGAATTCATCGATGTCTGAGTTTTTGAATGAAAATCCCGACATTTTAGAGGAGAACC

3k 3k >k 3k 3k ok 5k ok 5k >k 5k >k 5k >k 5k >k 5k >k ok 3k 5k 3k 3k 5k >k 5k >k sk ok sk 3k ok 3k ok 3k >k sk >k sk ok sk ok sk ok ok ok ok 3k ok ok ok ok ok ok ckok kok k ok

AACTTCCCACTAGAAAAGAAGATAGTACCAAGGACCTTTTGTTAGGCGGGTTCAGCAACG

AACTTCCCACTAGAAAAGAAGATAGTACCAAGGACCTTTTGTTAGGCGGGTTCAGCAACG
sk ks ok sk ok sk s ok sk ok sk ok ok sk ok sk k ok sk ok K ok sk sk ok s ok sk sk ok k ok sk ok K ok sk sk sk sk ok sk ok kK k sk ok sk ok ok ok ok

AAGCTACGCTGGAAAGGAGAAGCCTTTTGCTGAAAATAGACCATTCTTTAAAGTCTCAGG
AAGCTACGCTGGAAAGGAGAAGCCTTTTGCTGAAAATAGACCATTCTTTAAAGTCTCAGG

3k 3k 3k 3k 3k >k 3k >k 3k >k %k >k 5k >k 3k 3k 5k 3k 5k 3k 3k 3k 5k %k >k 3k >k 5k 3k 5k 3k ok 3k ok 3k >k %k >k sk ok sk ok ok >k ok ok ok 3k >k 3k 5k ok ok ok kok kok k ok

TATTGCAAGATATAGAGGTCTTAGACAAGCTTCTTTCCATTCGAATTCCACCAGAACTGA
TATTGCAAGATATAGAGGTCTTAGACAAGCTTCTTTCCATTCGAATTCCACCAGAACTGA

>k 3k 3k 3k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k >k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 5k >k >k 3k >k >k >k 3k >k %k >k %k k %

CTTCCGATGAGGATAGTTTGCCAGCAGAAAGCGAGGATGAATCCGTAGCGGGTGGAGGAA
CTTCCGATGAGGATAGTTTGCCAGCAGAAAGCGAGGATGAATCCGTAGCGGGTGGAGGAA

>k 3k 3k 3k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k >k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 5k >k >k 3k >k >k >k 3k >k %k >k %k k %

AGGAGGAGGAAGAGCCTGATCTCATTGATGCTCAAGAAATATATGATTTGATAGCTCATA
AGGAGGAGGAAGAGCCTGATCTCATTGATGCTCAAGAAATATATGATTGATGCCTACGCC

3k 3k 3k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k 3k >k 5k >k 5k 3k 5k 3k 5k 3k 5k 3k 5k 3k >k sk >k sk ok ok 3k ok ok ok >k >k 3k 5k ok >k ok ok ok >k ok kok k *

TTTCCGACCCTGAGCACCCGTTAAGTCTGGGACA — 686
Temmmmmmeceeeccacceceeccneaaaa 661

-TTCTTGTTCTTGAGT-AACTCTTTCCTGTAGGTCAGGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATG
ATTCTTATTCTTGAGTAACTTCTTTCCTGTAGGTCAGTTGCTTTCTTCAGGTATAGCATG

kokokksk  kokskskokkkkk ok kokok ok kokok ok kok ok kkokokkk * 3k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k 3k 3k k ok ok k ok

AGGTCGCTCTTATTGAC------ CACACCTCTACCGGCATGCCGAGCAAATGCCTGCAAA
AGGTCGCCTCTTATTGACCACCACCCTTCTTACCCGGCATGCCGAGCAAATGCCTGCAAA

>k 3k 3k 5k %k kok * * L k% 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 5k >k 3k 3k ok kK kok ok

TCGC---TCCCCATTTCACCCAATTGTAGATATGCTAACTCCAGCAATGAGTTGATGAAT

TCGCCTCCCCCATTTCACCCCAATTGTAGATATGCTAACTCCAGCAATGAGTTGATGAAT
%k *kk k¥ 3k 3 ok o oK ok oK 3k oK 3k oK ok oK ok oK ok ok ok K ok K ok K ok K ok ok ok ok ok Kok K ok ok

CTCGGTGTGTATTTTATGTCCTCAGAGGACAACACCTGTTGTAATCGAGCTCGTGACAGC
CTCGGTGTGTATTTTATGTCCTCAGAGGACAACACCTGTTGTAATCGAGCTCGTGACAGC

>k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k >k %k >k k k%
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GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GallL-3HA-Yael
AJP2126rev

GalL-3HA-Ltol

GallL-3HA-Ltol
AJP2127rev

GallL-3HA-Ltol
AJP2127rev

GallL-3HA-Ltol
AJP2127rev

CCTCCGAAGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTCGTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACG
CCTCCGAAGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTCGTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACG

3k 3k 3k 5k 3k ok 5k ok 5k >k 5k >k 5k >k 5k >k 5k 3k ok 3k sk 3k 3k 5k >k %k >k sk ok 5k 3k sk 3k ok 3k >k ok >k sk ok sk ok ok sk ok ok ok 3k ok ok ok ok ok ok ckok kok kok

CAGATGTGCCTCGCGCCGCACTGCTCCGAACAATAAAGATTCTACAATACTAGCTTTTAT

CAGATGTGCCTCGCGCCGCACTGCTCCGAACAATAAAGATTCTACAATACTAGCTTTTAT
sk sk sk ok sk ok sk sk ok sk ok sk sk ok sk ok sk k ok sk ok K ok sk sk ok sk ok sk sk ok sk ok sk ok K ok sk sk Rk sk ok sk ok sk ok sk ok Kk ok ok ok ok

GGTTATGAAGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGCCCCACAAACCTTCAAATGAACGAATC
GGTTATGAAGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGCCCCACAAACCTTCAAATGAACGAATC

3k 3k >k 3k 3k ok 5k ok 3k ok 5k >k 5k >k 5k 3k ok 3k ok 5k ok 3k >k 5k >k sk >k sk ok sk 3k ok sk sk sk >k sk ok sk sk ok ok sk ok ok ok ok 3k ok 3k ok ok ok sk skok kok sk ok

AAATTAACAACCATAGGATGATAATGCGATTAGTTTTTTAGCCTTATTTCTGGGGTAATT
AAATTAACAACCATAGGATGATAATGCGATTAGTTTTTTAGCCTTATTTCTGGGGTAATT

3k 3k 3k 3k 3k ok 5k ok 5k ok 5k >k 5k >k 5k >k 3k 3k ok 5k ok %k >k 5k >k 5k >k sk ok 3k 3k ok sk sk sk ok ok >k sk ok ok ok ok sk ok ok ok 3k ok ok ok ok ok sk skok skok kok

AATCAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACGGATATATAAATGCAAAAACTGCATAA

AATCAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACGGATATATAAATGCAAAAACTGCATAA
stk sk ok sk ok sk ok sk sk sk sk ok sk ok sk k ok sk ok K sk ok sk ok ok sk ok sk ok Kk sk ok sk ok Kk ok sk ok sk sk ok ok ok sk sk ok sk kK k ok ok ok ok

CCACTTTAACTAATACTTTCAACATTTTCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATA
CCACTTTAACTAATACTTTCAACATTTTCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATA

3k 3k 3k 3k 3k >k 3k >k 3k >k %k >k 5k >k 3k 3k 5k 3k 5k 3k 3k 3k 5k %k >k 3k >k 5k 3k 5k 3k ok 3k ok 3k >k %k >k sk ok sk ok ok >k ok ok ok 3k >k 3k 5k ok ok ok kok kok k ok

AAAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACC
AAAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACC

>k 3k 3k 3k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k >k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 5k >k >k 3k >k >k >k 3k >k %k >k %k k %

CCGGATTCTAGAACTAGTGGATCCCCCCCGGAATGGGTTACCCATACGATGTTCCTGACT
CCGGATTCTAGAACTAGTGGATCCCCCCCGGAATGGGTTACCCATACGATGTTCCTGACT

>k 3k 3k 3k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k >k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 5k >k >k 3k >k >k >k 3k >k %k >k %k k %

ATGCGGGCTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAG
ATGCGGGCTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAG

3k 3k 3k 3k 3k >k 3k >k 3k >k 3k >k 5k >k 5k 3k 5k 3k 5k 3k 5k 3k 3k 3k >k 3k >k sk ok 5k 3k ok sk ok 3k >k %k >k sk ok sk ok ok ok ok ok ok 3k sk 3k 5k ok ok ok sk ok kok k ok

ATTACGCTGCTCAGTGCTCTGGTGCTGGTGCCGGTGCTGGTGCCGGTGCCGGTGCTGGTC
ATTACGCTGCTCAGTGCTCTGGTGCTGGTGCCGGTGCTGGTGCCGGTGCCGGTGCTGGTC

>k 3k 3k 3k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k sk >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k >k >k 3k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k >k >k >k 3k >k >k 3k 3k >k %k >k %k k %

CGACAGAGAATTCATCG TCGAATACTTGGGACGATGTATGGGCATCAGACAGTGATG
CGACAGAGAATTCATCG TCGAATACTTGGGACGATGTATGGGCATCAGACAGTGATG

>k 3k 3k 3k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k sk >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k >k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 5k >k >k 3k 5k >k 3k 3k >k %k >k k k%

TCGAAACTGAACGATCTCCAGATTTAGTGAAGTTAAG---=-=-=-=-=-=-==-=--~ 926

TCGAAACTGAACGATCTCCAGATTTAGTGAAGTAAGAGAGATCCTGACGGG 951
Fok K ok K KKK KoKk K kK KKk Kk kK Kk Kk Kk Rk Rk kK

AAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATTCTAG
————————— TTTCCTCTTATTTAAAAAGTAAAAACAACCAACATAAATTCAAACGTACCC

%k % kxk o ok %k % k k% * %k kK% * *

AACTAGTGGATCCCCCCCGGAATGGGTTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCGGGCTAT

ACGCGATCGGTGCCCCCAGGAATGGGTTTCCCATACGATGTTCCTGACTATGCGGGCTAT
* ¥k ok RkEkRk RRRKRRRRRRK Kok Kok oK ok ok ok ok ok o ok K ok o ok o ok ok K ok K ok Kok K ok ok

CCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATTACGCTGCT

CCCTAGGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATTACGCTGCT
Fok ok kKoK ok ok ok ok ok oK ok oK ok K ok K ok K ok K ok K ok K ok 3 ok o ok 3 oK 3 oK 3 oK 3K oK ok ok oK ok oK ok oK ok oK kK ok ok ok K
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GallL-3HA-Ltol
AJP2127rev

GallL-3HA-Ltol
AJP2127rev

GallL-3HA-Ltol
AJP2127rev

GallL-3HA-Ltol
AJP2127rev

CAGTGCTCTGGTGCTGGTGCCGGTGCTGGTGCCGGTGCCGGTGCTGGTCCGACAGAGAAT
CAGTGCTCTGGTGCTGGTGCCGGTGCTGGTGCCGGTGCCGGTGCTGGTCCGACAGAGAAT

3k 3k 3k 5k 3k ok 3k ok 3k ok %k >k 5k >k 5k >k 5k >k 5k 3k 3k 3k 3k 5k >k 5k >k 5k ok sk 3k ok 3k ok 3k >k %k >k sk ok sk ok sk >k ok ok ok 3k ok ok ok ok ok sk kok kok k ok

TCATCG.GATTTTGATAATTTACTAAACCTAGAAGAACAGTATTACCAAGAAGGTTTT

TCATCGATGGATTTTGATAATTTACTAAACCTAGAAGAACAGTATTACCAAGAAGGTTTT
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TCCGACAGAGAATTCATCGATGGATTTTGATAATTTACTAAACCTAGAAGAACAGTATTA
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