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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Eisen-Schwefel-(Fe/S)-Cluster-haltige Proteine sind in allen Domanen des Lebens
vertreten und gehoren zu den wichtigsten Metallocofaktoren. Eines der
Hauptaufgabengebiete von Fe/S-Proteinen stellt der Elektronentransport dar. Sie sind
aber auch an einer Vielzahl von enzymatischen oder regulatorischen Funktionen
beteiligt. Bis heute sind ca. 90 Fe/S-Proteine im Menschen bekannt und es werden
verschiedene, schwerwiegende Erkrankungen mit Defekten dieser Proteine oder deren
Biogenese in Verbindung gebracht. In der Backerhefe S. cerevisiae sind nach der yeast
genome database 39 Proteineintrage als Fe/S-Cluster bindend dotiert, jedoch sind bis
heute noch etwa 10 % des Hefeproteoms nicht charakterisiert. Untersuchungen zu Fe/S-
haltigen Proteinen im Modellorganismus Hefe konnen zum Verstandnis komplexer
Stoffwechselwege in hoheren Eukaryoten einen entscheidenden Beitrag liefern. Die
beiden [2Fe-2S]-Proteine Apdl und Aim32 aus S. cerevisiage wurden mittels
verschiedener in vivo resp. in vitro Methoden in dieser Arbeit ndaher untersucht. Im
ersten Schritt wurden verschiedene Wachstumsexperimente zur Phanotypisierung von
Aaim32 und Aapdl durchgefiihrt. Durch zu Hilfenahme einer chemogenomischen
Datenbank konnten fiir Aapd1-Hefezellen und durch weitere Modifikationen auch fir
Aaim32 Wachstumsbedingungen gefunden werden, unter denen diese Gene essenziell
sind. Mittels einer Mutagenesestudie wurden mit dem angepassten chemogenomischen
Screen die Liganden des [2Fe-2S]-Clusters flir Aim32 und Apd1 in vivo identifiziert.

Bis heute ist der Zusammenhang zwischen der CIA-Maschinerie und dem Einbau von
[2Fe-2S]-Clustern noch nicht aufgeklart. Durch Ergebnisse dieser Arbeit konnten erstmals
Hinweise auf den CIA-Maschinerie-abhangigen Einbau des [2Fe-2S]-Clusters durch die
ESR-Spektroskopie gewonnen werden.

Das Protein Aim32 wurde nach heterologer Proteinexpression in E. coli spektroskopisch
untersucht. M6Rbauer- und ESR-Spektren wiesen eine hohe Similaritdat zu jenen von
Apd1 auf und beide Proteine wurden Griindungsmitglieder einer neuen Klasse von
[2Fe-2S]-Proteinen. Die Clusterliganden von Aim32 konnten in vitro identifiziert werden
und durch Austausch der clusterbindenden Histidine zu Cysteinen wurde eine Anderung
der ESR-Parameter detektiert, was zusammen mit den MoRbauerspektren des Proteins
einen unabhangigen Nachweis fir zwei Histidin-Reste in der Clusterkoordination
darstellt.

Im letzten Teil der Arbeit wurde ein Protein aus Thermomonospora curvata naher
untersucht. Das Protein zeichnet sich durch die Anwesenheit einer Sequenz des HXGGH-
Motivs von Aim32/Apdl aus, jedoch ist hier das zweite Histidin durch ein Aspartat
ersetzt. UV/Vis-, ESR- und MoRbauerspektroskopie belegen die Einzigartigkeit dieses
Proteins. Durch Mutagenese der clusterbindenden Aminosauren in alternative Liganden
konnte die Koordination eines [2Fe-2S]-Clusters durch zwei Cysteine, ein Aspartat und
ein Histidin spektroskopisch belegt werden. Diese Arbeit lieferte grundlegende
Erkenntnisse zu einer neuen Klasse von [2Fe-2S]-Proteinen mit flexibler Koordination.
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Grundlagen

1. Grundlagen

1.1 Eisen-Schwefel-Cluster: Arten, Vorkommen und
Funktionen

Eisen-Schwefel-(Fe/S)-Cluster sind mit die weitverbreitetsten Cofaktoren in der Natur
und sind in allen Doménen den Lebens vertreten (Bak & Elliot, 2014). Ein Fe/S-Cluster
setzt sich typischerweise in Proteinen aus nicht-Ham-Eisen und anorganischem Schwefel
(S%) in unterschiedlicher Anzahl zusammen (Johnson et al., 2005). Entdeckt wurden sie
in den frihen 1960er Jahren im Zuge von Untersuchungen Uber ein eisenhaltiges,
elektronentransportierendes  Protein aus  Clostridium  pasteurianum, einem
stickstofffixierenden Bakterium (Beinert et al., 1979; Mortenson et al., 1962). Zudem
traten in Elektronenspinresonanz (ESR)-spektroskopischen Untersuchungen von
mitochondrialen Subfraktionen bis dato unbekannte Signale einer nicht-Ham-Eisen-
Spezies auf (Beinert & Sands, 1960). Fe/S-Cluster fungieren als Cofaktoren vieler
Proteine, wie pflanzlichen und bakteriellen Ferredoxinen (Fds) und den Komplexen |, I
und Il der mitochondrialen Atmungskette (Mortenson, 1964; Lill et al., 2006). Dies und
ihr verbreitetes Auftreten festigen die These, dass sie in der Entwicklung aller Arten eine
friihe Klasse von Proteinen reprasentieren.

Fe/S-Cluster bestehen fiir gewdhnlich aus Eisenionen, die neben der Uberbriickung
durch Sulfidionen am haufigsten durch das Schwefelatom der Seitenketten der
Aminosadure Cystein komplexiert werden. Neben Cystein sind Histidin, Serin, Aspartat,
Threonin, Glutamat und Arginin, aber auch externe Liganden wie CO, CN°, H;O und
Substrate des jeweiligen Enzyms, bekannte Clusterliganden (Lill, 2009).

[2Fe-2S] [3Fe-4S] [4Fe-4S]

ookt St
**Xj#f

[8Fe-7S]

Abbildung 1-1: Typen von Fe/S-Clustern modifiziert nach (Johnson et al,. 2005). Rot dargestellt sind
Eisenione. Gelbgefarbt sind Schwefelatome.
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In Abbildung 1-1 sind die verschiedenen Haupttypen von Fe/S-Clustern dargestellt. Die
am haufigsten auftretenden Clustertypen in Fe/S-Proteinen sind der rhombische
[2Fe-2S]- und der kubische [4Fe-4S]-Cluster. Aus letzterem kann sich durch Verlust eines
Eisenions aus einer Ecke des Woirfels ein [3Fe-4S]-Clusters bilden. Als strukturell
einfachster Clustertyp ist der ,Fe/S-Cluster” des Rubredoxins bekannt. Hier wird ein
Eisenion von vier Cysteinliganden komplexiert. Da bei diesem jedoch ein saurelabiles
Schwefelion fehlt, zahlt Rubredoxin formell nicht zu den Fe/S-Proteinen (Venkateswara
Rao & Holm, 2004). Manche Proteine enthalten einen zusatzlichen Cofaktor wie Sirohdm
in der Sulfit-Reduktase (Siegel et al. 1973), Flavin in den Komplexen | und Il der
Atmungskette (Robinson & Lemire, 1996) oder Molybdan (Moco) in der Xanthin- oder
Nitrat-Reduktase (Mendel & Bittner, 2006). Einzigartig sind der doppelkubane [8Fe-7S]-
Cluster und der [7FeMo-9SC]-FeMoco Cluster als Cofaktor in Nitrogenasen (Meyer et al.,
2008; Johnson et al., 2005).

Fe/S-Cluster sind in eukaryotischen Zellen im Cytosol, in den Mitochondrien, im
endoplasmatischen Retikulum und im Zellkern vertreten. Die bekanntesten
mitochondrialen Fe/S-Proteine sind die Komplexe I-lll der mitochondrialen (und
bakteriellen) Atmungskette. NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase oder NADH-Dehydro-
genase, auch Komplex | genannt, ist der Haupteintrittspunkt fiir Elektronen in die
Atmungskette (Brandt, 2006). Durch ESR- und UV/Vis-Messungen von Proben aus
Rinderherzen konnten acht verschiedene Fe/S-Cluster, darunter sowohl [2Fe-2S]- als
auch [4Fe-4S]-Cluster, nachgewiesen werden. In Bakterien wie T. thermophilus sind
sogar neun Cluster nachgewiesen (Gnandt et al., 2016). Komplex Il, Succinat:Ubichinon-
Oxidoreduktase oder Succinat-Dehydrogenase, ist sowohl Teil der mitochondrialen
Atmungskette als auch des Citratzyklus (Kita et al., 1990). In diesem Komplex sind drei
verschiedene Arten von Fe/S-Clustern inkorporiert: ein [2Fe-2S]-, ein [3Fe-4S]- und ein
[4Fe-4S]-Cluster (Cecchini, 2003). Ubichinol:Cytochrom c-Oxidoreduktase verkorpert
Komplex Il und verfiigt tiber einen Rieske-Typ [2Fe-2S]-Cluster (Lange & Hunte, 2001).
Ein bekanntes cytosolisches Fe/S-Protein stellt die Isopropylmalat-lsomerase (IPMI, Leul
in S. cerevisiae) dar. Das Enzym katalysiert die Umsetzung von 2-Isopropylmalat zu
3-Isopropylmalat als zweiten Schritt der Leucin-Biosynthese und ben6étigt einen [4Fe-4S]-
Cluster fir seine Aktivitat (Hsu & Schimmel, 1984). Die Sulfitreduktase Ecm17 und das
ABC Protein Rlil sind weitere Beispiele flr cytosolische Fe/S-Proteine in Hefe. Auch im
Zellkern finden sich Fe/S-Proteine wie die DNA-Polymerasen a, 6, €, und {, deren
katalytische Untereinheiten [4Fe-4S]-Cluster binden (Netz et al, .2011).

In der Zelle sind Fe/S-Proteine an verschiedenen Prozessen beteiligt und tben die
unterschiedlichsten Funktionen aus. Als bekannteste gilt der Elektronentransfer. Dieser
basiert auf der Fahigkeit des Eisens zwischen den Oxidationszustdanden +IIl und +Il zu
wechseln (Beinert, 1997). In der Regel fungieren sie als Ein-Elektrontransporter und
heben sich dadurch von Cofaktoren wie NAD*, FMN oder FAD ab, die auf die Aufnahme
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eines Elektronenpaars limitiert sind (Ciofi-Baffoni et al., 2018). Doppelkubane [8Fe-7S]-
Cluster in Nitrogenasen kénnen in einem physiologisch relevanten Redoxpotential-
bereich als Zwei-Elektronentransporter fungieren. Diese Eigenschaft ist einzigartig in der
Klasse der Fe/S-Cluster.

Das Redoxpotential von Fe/S-Proteinen variiert von -700 mV bei bakteriellen, niedrig-
Potential [4Fe-4S]-Ferredoxinen bis hin zu +450 mV bei hoch-Potential [4Fe-4S]-
Proteinen (Brzdska et al., 2006). Neben der Proteinumgebung ist das Potential abhangig
von Faktoren wie dem Clustertyp und den koordinierenden Liganden, vor allem den
Wasserstoffbriicken zu den Liganden und S* (Meyer, 2008). Am h&ufigsten in diesem
Zusammenhang genannt und damit auch die prominentesten Vertreter dieser
Funktionsklasse sind die obig genannten Komplexe I-lll der Atmungskette. In Komplex |
werden z. B. die Elektronen von NADH, einem niedrig-potenzial Elektronendonor in der
mitochondrialen Matrix, Uber mehrere nah beieinander liegende Fe/S-Cluster und FMN
zum Elektronenakzeptor Ubichinon in der inneren Membran transportiert (Wirth et al.,
2016). Des Weiteren sind Fe/S-Cluster auch in Redoxenzymen wie Hydrogenasen und
Nitrogenasen als Elektronendonor und -akzeptor beteiligt (Lill, 2009).

Neben dem Elektronentransfer ist die Funktion des Clusters als Katalysator in einer
Vielzahl biologischer Reaktionen ein wichtiges Aufgabengebiet dieser Proteinfamilie. Das
klassische Beispiel ist das Enzym Aconitase des Citratzyklus. An einer Ecke des [4Fe-4S]-
Clusters des Proteins wirkt ein Eisenion, welches nicht durch eine Aminosaure des
Proteins sondern durch das Sauerstoffatom von Wasser oder Substrat koordiniert ist, als
Lewis-Base und ermdglicht auf diesem Weg die H,0-Abspaltung von Citrat, welches liber
cis-Aconitat zu Isocitrat konvertiert (Beinert et al., 1996). Weitere wichtige Vertreter der
Klasse der Enzyme mit [4Fe-4S]-Zentren stellen die Radikal-S-Adenosyl-Methionin-
(SAM)-Enzyme dar, die SAM zu Methionin und einem Adenosylradikal spalten (Cheek &
Broderick, 2001). Das Radikal wiederum ist fir die Abstraktion eines Wasserstoffatoms
des jeweiligen Substrates verantwortlich.
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Abbildung 1-2: Verschiedene Fe/S-Enzyme. A: Struktur der mitochondrialen Aconitase von Schwein
(Beinert et al., 1996). B: Koordination von S-Adenosylmethionin an das [4Fe-4S]-Cluster von radikalischen
SAM-Enzymen (PDB ID 3IIZ) (Broderick et al., 2014).
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Die Enzyme Biotin- und Lipoat-Synthase sind weitere Vertreter dieser Proteinfamilie.
Diese Proteine haben eine Rolle bei der Insertion von Schwefelatomen in inerte CH-
Bindungen. So steht neben dem SAM-Kuban, ein weiterer Fe/S-Cluster wahrend der
Bildung der Produkte Biotin- resp. Liponsaure als Schwefeldonor zur Verfligung, was eine
weitere, zusatzliche Funktion der Fe/S-Cluster reprasentiert (Cicchillo & Booker, 2005;
Lill, 2009, Booker, 2009; Neti et al. 2022; Pedroletti et al. 2023).

Eine vierte wichtige Aufgabe von Fe/S-Proteinen ergibt sich in der Regulation der
Genexpression durch Wahrnehmung der daulRerlichen oder zellularen Umgebung. Das am
besten charakterisierte Beispiel in Saugern ist das cytosolische Eisen-regulierende
Protein 1 (IRP1). Seine regulatorische Funktion basiert sowohl auf einem [4Fe-4S]-Cluster
als auch der intermolekularen Eisenkonzentration und dient der Aufrechterhaltung der
Eisen-Homoostase. Steht dieses Element in ausreichender Konzentration zur Verfligung,
koordiniert das Protein seinen Cluster und fungiert als cytosolische Aconitase. Bei
Mangel an Eisen in der Zelle verliert IRP1 den Cluster und lagert sich an IRE’s (iron
regulatory elements), Haarnadelstrukturen bestimmter mRNAs, welche fiir Proteine
kodieren, die an der Eisenaufnahme, -speicherung und -verteilung in der Zelle beteiligt
sind (Rouault, 2006; Walden et al., 2006; Wallander et al., 2006, Hernandez-Gallardo &
Missirlis, 2020).

In diesem Zusammenhang zu nennen ist auRerdem der Transkriptionsfaktor FNR, der in
Bakterien auf die Konzentration von Sauerstoff reagiert und es der Zelle so ermdglicht,
ihren Stoffwechsel an eine aerobe oder anaerobe Umgebung anzupassen (Kiley &
Beinert, 2003). In der Gegenwart von Sauerstoff liegt das Protein in seiner Apoform und
in E. coli sogar als Monomer statt Dimer vor. Unter anaeroben Bedingungen kommt es
zur Dimerbildung und Inkorporation eines [4Fe-4S]-Cluster pro Untereinheit. In dieser
aktiven Form kann nun die DNA-Bindung erfolgen (Gruner et al., 2011, Reents et al.,
2006). Ein weiterer Vertreter der Transkriptionsfaktoren stellt SoxR dar. Das Protein
verfligt im Gegensatz zu FNR Uber einen [2Fe-2S]-Cluster, dessen Redoxzustand abhangig
vom oxidativen Stress ist, dem die Zelle ausgesetzt ist (Crack et al., 2012a; Rouault, 2019).

In vielen Féllen ist die Aufgabe des Fe/S-Clusters in Proteinen unklar, da er keine direkte
Rolle in biochemischen Prozessen in der Zelle einnimmt. Eine Erklarung hierfiir kdnnte
eine strukturgebende Rolle des Cofaktors sein (Lill, 2009). Beispiele hierfiir sind Fe/S-
Cluster in Proteinen, wie DNA-Polymerasen, Helikasen und Nukleasen. (White &
Dillingham, 2012; Netz et al., 2011). Die fiir die Replikation von nukledrer DNA
zustindigen DNA-Polymerasen Pol a, 6 und € tragen alle in einer katalytischen
Untereinheit einen Fe/S-Cluster. In S. cerevisiae bildet Pola mit Pril und Pri2 einen
Komplex. Mutagenesestudien identifizierten vier konservierte Cysteine in Pri2 innerhalb
der C-terminalen Domane, die einen [4Fe-4S]-Cluster ligieren. Kristallisation des
S. cerevisiae-Proteins zeigte, dass der Cluster die grofRere N-terminale mit der kleineren
C-terminalen Region verbriickt (Sauguet et al., 2010; Liu & Huang, 2015). Die [4Fe-4S]-
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Cluster tragende DNA-Helikase, Rad3, im Menschen XPD, ist Teil des
Transkriptionsfaktors TFIIH und spielt eine wichtige Rolle in der Offnung des DNA-
Doppelstranges und in der DNA-Reparatur (Wu & Brosh, 2012). Mutationen in humanem
XPD resultieren nachweislich in drei unterschiedlichen Krankheitsbildern. Die
bekannteste Krankheit wird durch die Mutation der Aminosaure Arginin 122, die direkt
vor dem ersten Cysteinliganden des Fe/S-Clusters liegt, ausgeldst. Eine Mutation dieser
Aminosaure flhrt zum Verlust der Aktivitat der Helikase (Rudolf et al., 2006).

Fe/S-Proteine sind an einer Vielzahl von zelluldren Prozessen beteiligt und es werden in
zunehmender Anzahl Erkrankungen direkt oder indirekt mit Mutationen an deren Gene
oder Genen fur die Proteine der Fe/S-Biosynthese in Verbindung gebracht. Die
bekannteste Krankheit, die mit einer Dysfunktion der Fe/S-Biogenese korreliert, ist
Friedreich’s Ataxie, eine neurodegenerative Erkrankung, die mit einer Haufigkeit von
1:50000 in der hellhdutigen Bevolkerung auftritt. Die Krankheit wird durch eine Repeat-
Expansion von Guanin-Adenin-Adenin im ersten Intron des Gens Frataxin ausgeldst
(Rouault, 2015; Cardenas-Rodriguez et al., 2018).

1.2 Biogenese von Fe/S-Proteinen

Mitte der 1960er gelang es Apoproteine unter anaeroben Bedingungen allein mit
reduziertem Eisen- und Sulfidionen zu rekonstituieren (Malkin & Rabinowitz, 1966).
Diese Beobachtung fiihrte lange Zeit zu der Annahme, dass Fe/S-Cluster in vivo spontan
in Proteine inkorporiert werden. Jedoch ist dies nicht mit der Tatsache vereinbar, dass
fir diesen Prozess physiologisch toxische Konzentrationen an Eisen und Schwefel von
Noten waren (Johnson et al., 2005; Sheftel et al., 2010). Aus diesem Grund haben alle
Arten des Lebens spezialisierte Maschinerien zur Assemblierung und Ubertragung dieses
Cofaktors entwickelt.

Prokaryoten entwickelten drei eigenstandige, hochkonservierte Systeme zum Einbau des
Fe/S-Cofaktors. Das Assemblierungssystem fir die Stickstoff-Fixierung wurde zuerst
entdeckt und ist verantwortlich fiir den Zusammenbau der Fe/S-Cluster in den beiden
Nitrogenase-Proteinen, einem Enzym in Stickstoff-fixierenden Bakterien (Dos Santos et
al., 2004). Die beiden weiteren sind die ISC (iron sulfur cluster)-Maschinerie und das SUF
(sulfur formation)-System, welches unter Stressbedingungen seine Anwendung findet
(Ayala-Castro et al., 2008). Im Zuge der Evolution wurden die ISC-Maschinerie in die
Mitochondrien und das SUF-System in Chloroplasten endosymbiotisch integriert. Die
drei Systeme unterliegen jedoch alle den gleichen Prinzipien. Zunachst wird der Fe/S-
Cluster auf einem Gerlstprotein, genannt Scaffold-Komplex, de novo assembliert. Dafir
muss in einem vorhergehenden Schritt Schwefel durch eine Desulfurase als Cystein zur
Verfligung gestellt werden. Folgend wird in einem zweiten Schritt der Cluster lber
mehrere Transferproteine auf die eigentlichen Zielproteine tGbertragen (Lill, 2009).
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Die Biogenese mitochondrialer Fe/S-Proteine ist hochkonserviert und benétigt die
Beteiligung von insgesamt 18 Proteinen (Braymer et al., 2017). Im ersten Schritt wird mit
der ,frihen” ISC-Maschinerie ein [2Fe-2S]-Cluster auf dem Scaffold-Protein Isul
zusammengebaut. Hierflir wird der Desulfurase-Komplex, bestehend aus mehreren
Komponenten, benétigt. Teil des Komplexes ist die Desulfurase Nfs1, das kleine Aktivator
Protein Isd11, Frataxin Yfh1l und Acpl (Wiedemann et al., 2006. Braymer et al., 2017).
Durch die Umwandlung von Cystein zu Alanin wird ein Persulfid-Intermediat gebildet,
das dem Komplex die Funktion des Schwefeldonors verleihnt (Adam et al., 2006;
Biederbick et al., 2006; van Vranken et al., 2016). Eisen in reduzierter Form wird unter
anderem durch die Innenmembrantransporter Mrs3 und Mrs4 aufgenommen (Zhang et.,
al., 2006). Des Weiteren wird das Ferredoxin Yah1 zur Bereitstellung von Elektronen, die
Ferredoxin-Reduktase Arhl sowie NADH/NADPH benétigt (Webert et al., 2014). Im
zweiten Schritt wird der Fe/S-Cluster von Isul auf Grx5 unter Mithilfe eines
Mehrkomponenten Chaperon-Systems Ubertragen. Von hier wird der [2Fe-2S]-Cluster
auf Zielproteine transferiert, fir die Herstellung der bisher unbekannten Schwefelspezies
zum mitochondrialen Export und anschlieRender CIA-Rekrutierung bereitgestellt oder
zur Assemblierung des [4Fe-4S]-Clusters an die ISC-Proteine lIsal, Isa2 und I|ba57
weitergeleitet. Flr den letzten Schritt der [4Fe-4S]-Cluster-Reifung wird zudem
Ferredoxin und die Ferredoxin-Reduktase benétigt (Weiler et al. 2020). Die Ubertragung
dieses Clustertyps auf Zielproteine kann durch weitere ISC-Proteine wie Nful und Ind1
durchgefiihrt werden (Lill et al., 2014; Stehling et al., 2014; Lill et al., 1999).

Die CIA-Maschinerie ist fur die Reifung cytosolischer und nukledrer Fe/S-Proteine
zustandig und besteht bis dato aus elf Proteinen, wobei acht ubiquitar fiir jedes
assemblierte Fe/S-Protein und in Abbildung 1-2 dargestellt sind (Paul et al., 2015). Die
Assemblierung und die dafiir bendtigten Komponenten sind hochkonserviert (Sharma et
al., 2010). Obwohl die Assemblierung des Clusters im Cytosol ablauft, ist sie abhangig
von der ISC-Maschinerie (Lill et al. 2015). Durch den mitochondrialen ABC-Transporter
Atm1 wird eine schwefelhaltige Komponente ins Cytosol transportiert (Srinivasan et al.,
2014). Ob dieser Prozess zusatzlich auch von der Sulfhydryloxidase Ervl des
Intermembranraums oder nur von Glutathion abhangig ist, wird in der Literatur
kontrovers diskutiert (Ozer et al., 2015; Lange et al.,, 2001). Wie genau dieser
Exportmechanismus stattfindet, sowie die Quelle des Eisens sind unbekannt (Netz et al.,
2014). Jedoch gibt es nach neuen Forschungsergebnissen erste Hinweise auf ein Fe/S-
Intermediat, dass aus den Mitochondrien transportiert und danach am ClIA-Scaffold-
Komplex zum Fe/S-Cluster assembliert wird (Pandey et al., 2019).

Im ersten Schritt wird ein transienter [4Fe-4S]-Cluster auf dem Scaffold-Komplex
bestehend aus Nbp35 und Cfd1 zusammengesetzt (Netz et al. 2007). Die beiden Proteine
gehoren zu der Klasse der P-loop-NTPasen und liegen als Heterotetramer in vivo vor
(Camire et al., 2015; Stehling et al., 2018). Mutagenesestudien zeigen, dass die
Nukleotidbindung essenziell fiir die Funktion als Scaffold-Komplex ist, der genaue
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Mechanismus ist aber noch nicht aufgeklart und Gegenstand aktueller Forschung (Netz
et al., 2012; Stehling et al., 2018; Grossman et al., 2019).

CIA-Scaffold-Komplex

CIA-Targeting-Komplex

2ey

NADPH

Abbildung 1-3: Biogenese cytosolischer und nukledrer Fe/S-Proteine. Ein transienter [4Fe-4S]-Cluster,
hier schematisch dargestellt, wird zwischen Cfd1 und Nbp35 gebildet. Die Reduktionsaquivalente dafir
werden von Tah18 und Dre2 bereitgestellt. Narl Gbernimmt die Rolle als Vermittler und libertragt den
Cofaktor vom Scaffold- auf den Targeting-Komplex bestehend aus Cial, Cia2 und Met18. Von hier erfolgt
die Ubertragung auf Apozielproteine. Eigene Darstellung, nach Netz et al., (2014) und Pandey et al., (2019)
modifiziert.

Cfdl wurde im Jahr 2003 als erste Komponente fiir eine extra-mitochondriale
Fe/S-Cluster Reifung identifiziert. Es wurde eine Auswirkung von Cfd1 auf die Aktivitat
der cytosolischen Proteine Leul und tierische c-Aconitase nachgewiesen (Roy et al.,
2003). Nbp35 zeigt eine Aminosauresequenzidentitdt von ca. 44 % mit Cfd1l. Beide
Proteine weisen ein hochkonserviertes CX2C-Motif am C-Terminus auf, das sie durch
[4Fe-4S]-Cluster miteinander verbriickt. Nbp35 verfligt zusatzlich tUber einen [4Fe-4S]-
Cluster, der Uber ein N-terminales CX13CX2CXsC-Motif koordiniert wird. Der Cfd1 und
Nbp35 verbriickende Cluster ist nur labil gebunden und kann leicht auf Apoproteine
Ubertragen werden (Netz et al., 2007). Fir die Assemblierung werden zudem Elektronen
bendtigt, die Uber eine Elektronentransportkette l(ber NADPH, der Flavinreduktase
Tah18 und Dre2 zur Verfiigung gestellt werden. Dieser Elektronentransfer ist essenziell
fur die Reifung von Zielproteinen, nicht aber vom Gerlistprotein (Netz et al., 2010). Dre2
wurde im Zusammenhang einer Studie Uber mitochondriale Eisentransportproteine
entdeckt und verfligt (iber einen [2Fe-2S]-Cluster sowie einen [4Fe-4S]-Cluster in der
C-terminalen Domédne (Zhang et al.,, 2008, Zhang et al., 2017). Physiologischer
Interaktionspartner des Proteins ist Tah18, welches FMN-, NAD(P)(H)- und FAD-bindende
Regionen aufweist. Uber ESR-Studien wurde die Elektronentransportkette niher
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analysiert. So werden Elektronen von NADPH (iber die FAD- und FMN-Zentren von Tah18
auf das [2Fe-2S]-Cluster von Dre2 Ubertragen (Netz et al., 2010).

Das Bindeglied zwischen dem CIA-Scaffold- und dem CIA-Targeting-Komplex stellt Narl
dar. Das Protein weist Sequenzhomologie zu [Fe-Fe]-Hydrogenasen auf, besitzt aber
nicht deren katalytische Aktivitdt. Der N-Terminus von Narl besitzt eine Ferredoxin-
artige Domane mit vier konservierten Cysteinen. In der C-terminalen Region finden sich
ebenso vier konservierte Cysteine, die typischerweise in [Fe-Fe]-Hydrogenasen den
[4Fe-4S]-Teil des katalytisch-aktiven H-Cluster koordinieren (Balk et al., 2004; Nicolet et
al., 2000). Mutagenese- und ESR-Studien gepaart mit Strukturmodellierung
identifizierten die zwei [4Fe-4S]-Cluster in der N- und C-terminalen Domane, wobei der
N-terminale Cluster zum Teil exponiert an der AulRenseite des Proteins liegt und der
C-terminale im Inneren des Proteins lokalisiert ist (Urzica et al., 2009). Anhand von
Depletionsstudien und Coimmunoprazipitation konnte die Funktion und Position von
Narl innerhalb der CIA-Maschinerie offengelegt werden. So wurden Interaktionen des
Proteins mit Cfd1l und Nbp35 und ebenso mit Cial nachgewiesen, jedoch hat eine
Depletion von Narl keinen Effekt auf die Reifung des Cfd1-Nbp35-Komplexes (Balk et al.,
2005a; Balk et al., 2005b; Netz et al., 2007). Diese Abhangigkeit demonstriert, dass Narl
nicht nur ein Mitglied, sondern auch ein Zielprotein der CIA-Maschinerie verkorpert und
dadurch an seiner eigenen Reifung beteiligt ware, was in einem Henne-Ei-Problem
resultiert (Lill & Mihlenhoff, 2006).

Der eigentliche ClA-Targeting-Komplex, der mit den Apozielproteinen wechselwirkt,
besteht aus den drei Proteinen Cial, Cia2 und Met18. Cial ist, durch eine Kristallstruktur
belegt, ein siebenblattriger B-Propeller, der pseudosymmetrisch um eine zentrale Achse
orientiert ist und den WDA40-Proteinen, die nachweislich an Protein-Protein
Interaktionen beteiligt sind, angehorig (Srinivasan et al., 2007; Sharma et al., 2010; Li &
Roberts, 2001). Entdeckt wurde das Protein als Fusionsprotein mit Cfdl in
Schizosaccharomyces pombe. Anhand von Coimmunoprazipitation konnte eine
Interaktion von Cial mit Narl, nicht aber mit Cfd1 oder Nbp35 nachgewiesen werden
(Balk et al. 2005b). Cia2 ist ein kleines saures Protein mit einer C-terminalen DUF59-
Domane. Verschiedene Experimente in Hefe und in menschlichen Zelllinien belegen eine
Interaktion von Cia2 mit den Mitgliedern des restlichen Targeting Komplexes (Stehling et
al., 2012; 2013). Met18 ist das groflte Protein des CIA-Targeting-Komplexes, wurde
zuerst in S. cerevisiae identifiziert und besitzt mehrere HEAT-Sequenzen am C-Terminus,
die an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sein konnen (Gari et al., 2012). Es wird
diskutiert, dass Cia2 das Zentrum des Targeting Komplexes darstellt, da eine Met18-Cia2-
und Cial-Cia2-, nicht aber eine Met18-Cial-Interaktion bis heute nachweisbar ist (Seki et
al., 2013; Vo et al., 2018, Odermatt et al., 2019). Als Bindestellen fir das Apoprotein
wurde eine hochaffine Bindestelle an CIAO1 und eine weitere Bindestelle an der
N-terminalen Domaine von MMS19 postuliert. Durch Flexibilitdt von MMS19 innerhalb
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des Komplexes, konnen die verschiedenen Zielproteine erkannt werden (Kassube &
Thoma3, 2020).

Des Weiteren werden flr die Biogenese die Glutaredoxine Grx3-Grx4, die durch einen
[2Fe-2S]-Cluster verbriickt sind, benétigt. Jedoch werden sie nicht als Teil der CIA-
Maschinerie angesehen, da sie eine hohergeordnete Funktion in der allgemeinen Eisen-
Homoostase der Zelle innehaben (Miihlenhoff et al., 2010; Netz et al., 2014). Fir die
Assemblierung dieses [2Fe-2S]-Clusters werden die ISC-Maschinerie sowie die ISC-
Export-Maschinerie, nicht aber die friihen CIA-Faktoren Nbp35 oder Dre2 bendétigt (Lill
etal., 2014).

1.3 Zielproteine des CIA-Targeting-Komplexes

Bis heute sind in der Literatur nur Beispiele von [4Fe-4S]-Proteinen als Ziele der
ClIA-Maschinerie bekannt. Jedoch werden immer noch Targets erkannt und neue
Erkenntnisse Uber den CIA-Targeting-Komplex gewonnen (Paul et al., 2015; Odermatt &
Gari, 2017; Braymer et al., 2019). Die Rekrutierung vieler Apozielproteine, wie Leul, sind
abhangig vom gesamten ClA-Targeting-Komplex. Jedoch wurden auch Targets
beschrieben, deren Reifung nur von bestimmten Mitgliedern des CIA-Targeting-
Komplexes abhangt (Paul & Lill, 2015). So wird die Reifung und die damit verbundene
Stabilitdt von POLD1, humanes Homolog von Pol3, nur durch die Depletion von CIA1 stark
verringert, nicht aber von CIA2B oder CIA2A (Stehling et al., 2013). Im Gegensatz zu Hefe
besitzen menschliche Zellen neben dem Cia2-Homolog CIA2B, ein weiteres Cia2-
ahnliches Protein, genannt CIA2A. Wahrend CIA2B im Allgemeinen am Mechanismus der
Fe/S-Cluster-Assemblierung beteiligt ist, ist die Rolle von CIA2A spezieller Natur (Maione
et al., 2018). So konnte in HelLa-Zellen durch Depletion von CIA1, CIA2A und CIA2B und
Messung der cytosolischen Aconitaseaktivitdt gezeigt werden, dass der
Fe/S-Clustereinbau in IRP1 nur mit CIA2A im Zusammenhang steht (Stehling et al., 2013).

Ein bekanntes Zielprotein der CIA-Maschinerie stellt die Fe/S-Helikase XPD dar. Neben
der Identifizierung als [4Fe-4S]-Protein, konnte ein CIA-Maschinerie-abhangiger Einbau
des Clusters nachgewiesen werden (Rudolf et al., 2006; Vashisht et al., 2015). Die
Coimmunoprazipitation in menschlichen Zelllinien zeigt eine Komplexbildung mit allen
Komponenten des CIA-Targeting-Komplexes (Vashisht et al., 2015), jedoch konnte auch
eine CIAO1/CIA1 und MIP18/CIA2B unabhangige Interaktion von XPD mit HEAT-
Sequenzen am N-Terminus von MMS19 (S. cerevisiae Met18) belegt werden (Odermatt
& Gari, 2017). Dieses Interaktionsmuster ist bis heute einzigartig.

Ein weiteres Protein, welches seine beiden [4Fe-4S]-Cluster auf untypische Weise erhilt,
stellt Rlil dar. Fiir die Insertion der Cluster dieses Proteins werden zusatzlich zu den
ubiquitdren, zwei weitere spezielle CIA-Faktoren Ltol und Yael bendtigt. Ltol verfiigt
Uber ein konserviertes C-terminales Tryptophan, welches fiir die Interaktion mit dem
ClA-Targeting-Komplex essenziell ist. Es verfligt ebenso wie Yael Uber ein Deca-GXs-



10
Grundlagen

Motiv iber welches die beiden miteinander interagieren. Yael wechselwirkt nun mit
dem Targetprotein Rlil, dem bis heute einzigen bekannten Protein, dessen
Clusterinsertion von diesem Adapter-Komplex abhangt (Paul et al., 2015).

Viperin gehort zur Radikal-SAM-Enzymfamilie und ist ein Interferon-stimuliertes
antivirales Protein, dessen [4Fe-4S]-Cluster und SAM-Domane essenziell fir diese
Eigenschaft sind (Jiang et al., 2008, Chakravarti et al., 2018). Die Expression von Viperin
in HEK293-Zellen inhibiert die Replikation des Hepatitis C-Virus. Durch Mutation konnte
gezeigt werden, dass nicht nur die Mutation der Clusterliganden in der Radikal-SAM-
Domane, sondern auch die Deletion oder Variation des C-terminalen Tryptophans zu
Alanin zu einem Aktivitatsverlust fihrt (Jiang et al., 2008; Upadhyay et al., 2014). Die
Bedeutung dieses Restes wird der Interaktion mit CIAO1 zugeschrieben, da eine
Wechselwirkung von CIAO1 mit Mutanten des C-terminalen Tryptophans in Coimmuno-
prazipitationsexperimenten nicht mehr nachweisbar ist (Upadhyay et al., 2014). Zudem
ist bekannt, dass trotz Interaktion mit allen Mitgliedern des CIA-Targeting-Komplexes nur
CIAO1 kritisch flr den Clustereinbau in Viperin ist (Upadhyay et al., 2017).

1.4 Ferredoxine und Thioredoxin-artige Ferredoxine

Ferredoxine (Fds) sind eine Klasse von Fe/S-Proteinen, die ihren Namen von D. C.
Wharton angelehnt an das ,Eisen-Protein”, welches erstmals 1962 aus dem Bakterium
Clostridium pasteurianum isoliert wurde, erhielten (Mortenson et al., 1962; Valentine,
1964). Der Begriff Ferredoxin ist weitgefasst und beschreibt verschiedene kleine,
|6sliche, meist saure Fe/S-Proteine, die ihre Funktion im Elektronentransport zwischen
Proteinen innehaben (Jung et al., 1999). Die meisten Ferredoxine sind niedrig-Potential
Elektronentransporter, die in zwei Klassen unterteilt wurden:

Die erste Art umfasst ,bakterielle” Ferredoxine, welche erstmalig in anaeroben Bakterien
nachgewiesen wurden. Historisch zdhlen zu diesen Ferredoxinen mehrere
Clustervarianten. So kdnnen Proteine dieser Klasse zwei [4Fe-4S]-, [4Fe-4S][3Fe-4S] oder
einen [4Fe-4S]-Cluster inkorporieren (Fukuyama et al., 1988). In einer Polypeptidkette
von bis zu 100 Aminosduren kénnen zwei [4Fe-4S]-Cluster gebunden werden (Meyer et
al., 2001). Neben den niedrig-Potential [4Fe-4S]-Ferredoxinen gibt es HiPIPs (High
Potential Iron Proteins). HiPIPs verfligen (iber ein Redoxpotential von (iber +350 mV
(Cammack, 1973). Das HiPIP aus Rhodopila globiformis hat mit +400 mV ein Gber 100 mV
hoheres Redoxpotential als die meisten bekannten HiPIPs (Ambler et al., 1993). Wie bei
den bakteriellen [4Fe-4S]-Ferredoxinen nimmt der Cluster eine Kuban-formige Struktur
an und wird von vier Cysteinliganden komplexiert (Carter et al, 1972). Die
Oxidationszustande des Clusters konnen bei den niedrig-potenzial Ferredoxinen bei
[4Fe-4S]1*/2* und bei den HiPIPs bei [4Fe-45]2*/3* liegen.

Die zweite Familie dieser Klasse der Fe/S-Proteine verfugt iber eine Polypeptidkette mit
90 bis 130 Resten und besitzt ein [2Fe-2S]-Cluster. Zu dieser Klasse zahlen pflanzliche
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Ferredoxine, die als Elektronentransporter in der Photosynthese eine wichtige Rolle
spielen, sowie solche aus einer Vielzahl von Organismen, die eine Funktion im
Elektronentransfer in der Redox-Kette von beispielsweise Hydroxylasen libernehmen
(Hanke & Mulo, 2013; Grinberg et al., 2000). Das humane Adrenodoxin und Yah1, das
Ferredoxin der ISC-Maschinerie gehoren auch zu dieser Klasse.

In den 1960er Jahren wurde noch eine dritte Art von niedrig-Potential-Ferredoxinen
durch Aufklarung einer Primarstruktur eines [2Fe-2S]-Proteins aus Clostridium
pasteurianum entdeckt (Meyer et al, 1986). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit
dieser Proteine zu Thioredoxin werden sie als Thioredoxin-artige Ferredoxine (TLF)
bezeichnet (Meyer et al. 2006). Mittels MoRbauerspektroskopie konnte die Anwesenheit
eines [2Fe-2S]-Clusters bewiesen werden (Dunham et al,. 1971). Ein bekannter Vertreter
der TLF stammt aus dem Bakterium Aquifex aeolicus (AaFd4). Das [2Fe-2S]-Ferredoxin
zeigt eine Thioredoxin-artige Faltung und lasst sich somit dieser Klasse von Proteinen
zuordnen (Yeh et al., 2000).

Abbildung 1-4: Darstellung des [2Fe-2S]-Clusters von TLF aus A. aeolicus. (PDB code 1M2A, Meyer
et al., 2006).

Das Protein war das erste isolierte und charakterisierte hyperthermophile [2Fe-2S]-
Protein. AaFd4 liegt als Homodimer vor, wobei jede Untereinheit die Masse von 12,4 kDa
und je einen [2Fe-2S]-Cluster besitzt. Ein bekannter Vertreter eines TLF-Homologs stellt
eine Untereinheit des Komplex | der mitochondrialen Atmungskette dar. Die
NuoE-Untereinheit weist Sequenzdhnlichkeiten, besonders im Bereich der
clusterligierenden Cysteine, zu TLF auf. Neben der Thioredoxin-artigen Faltung
unterscheiden sich diese Proteine zu Ferredoxinen in ihrer Abfolge der ersten beiden
clusterbindenden Cysteine. Wahrend man in klassischen Ferredoxinen zehn bis zwolf
Aminosauren zwischen den Liganden findet, ist die Anzahl in TLF auf vier verringert
(Meyer, 2001).

1.5 Rieske-Protein

Rieske-Proteine sind redox-aktive [2Fe-2S]-Proteine. Diese Klasse hat gemeinsam, dass
ihr Cluster an einem der beiden Eisenionen mittels zwei Histidinen und am anderen mit
zwei Cysteinen komplexiert ist. Namensgebend fiir diese Art der Fe/S-Proteine war John



12
Grundlagen

S. Rieske (Rieske et al., 1964), der sie erstmals entdeckte und isolierte. Sie wurden als
Untereinheiten des Cytochrom-bc;- und des Cytochrom-bsf-Komplexes identifiziert.
Welche Aminosauren als koordinierende Liganden des Clusters fungieren, wurde jedoch
erst in den 1980er Jahren aufgeklart. Im Jahr 1984 wurde erstmals anhand
spektroskopischer Daten postuliert, dass der Cluster von zwei nicht-Cystein Liganden
koordiniert wird (Fee et al, 1984). Anhand gepulster ESR-Spektroskopie und
ortsgerichteter Mutageneseexperimente ergaben sich erstmals Hinweise auf eine
Koordination des Clusters durch zwei Histidine (Cline et al., 1985; Davidson et al., 1992),
die aber erst durch die Losung der Kristallstruktur eines Fragments des Rieske-Proteins
des bci-Komplexes aus Rinderherzmitochondrien belegt wurde (lwata et al., 1996). Diese
Koordination durch zwei Histidine und zwei Cysteine (Abb. 1-4) ist verantwortlich fiir ein
hoheres Redoxpotential von -150 bis +350 mV im Vergleich zu [2Fe-2S]-Ferredoxinen
(-100 bis 500 mV), das auBerdem durch die de-/protonierbaren Histidine pH-abhangig ist
(Boxhammer et al., 2008).

His173

His142

Cys140
Cys170

Abbildung 1-5: Darstellung des [2Fe-2S]-Clusters im Rieske-Protein. SoxF aus Sulfolobus
solfataricus (PDB code 1JM1, Meyer et al., 2006).

Rieske-Proteine sind an einer Vielzahl von biologischen Prozessen beteiligt. Eine ihrer
Haupteigenschaften ist die Funktion als Elektronentransporter zwischen verschiedenen
Redox-Partnern. Das Rieske-Protein ist z.B. eine der Untereinheiten der
Ubichinol:Cytochrom-c-Oxidoreduktase. Im reduzierten Zustand haben beide Histidine
des bci-Typ-Proteins einen relativ hohen pKs-Wert von ca. 12,5. Sind beide Eisenionen
oxidiert, hat ein Histidin einen pKs-Wert von ungefahr 7 und das zweite einen von ca. 9,5
(Albers et al., 2013). Der niedrige pKs-Wert des ersten Histidins erlaubt eine gekoppelte
Elektronen- und Protonenaufnahme bei physiologischem pH-Wert (Klingen & Ullmann,
2004).

Des Weiteren werden in der Literatur zwei Gruppen mit einem niedrigeren Potential von
-150 bis + 5 mV beschrieben. Die erste Gruppe dieser niedrig-Potential-Rieske-Proteine
enthalt kleinere Proteine mit einer Lange von 90-110 Aminosduren. Sie werden als
Rieske-Ferredoxine bezeichnet (Boxhammer, 2008). In E. coli ist das Rieske-Typ
Ferredoxin BphF, ein l6sliches 12,1 kDa Protein und Teil der Elektronentransportkette
der Ring-Hydroxylierung-Oxidase des Biphenyls. BphF transportiert innerhalb der Kette
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Elektronen von einer Reduktase zur Dioxygenaseuntereinheit und fungiert somit als
Transportferredoxin (Couture et al., 2001).

Zur zweiten Gruppe zadhlen die katalytischen Untereinheiten von Rieske-Hydroxylasen
und Rieske-Oxygenasen (Wackett, 2002; Ferraro et al. 2005). Oxygenasen im
Allgemeinen sind Enzyme, die durch NADPH-Verbrauch Sauerstoff auf ihr spezifisches,
oft aromatisches Substrat (ibertragen, wobei oft eine Ring6ffnung am aromatischen
Molekil stattfindet. Sie werden in Mono- oder Dioxygenasen unterteilt, je nachdem ob
sie ein oder zwei Sauerstoffatome auf das Substrat (bertragen. Diese Proteine sind
erheblich groRer als Rieske-Ferredoxine und enthalten eine zweite Domane mit einer
mononuklearen oder einem dinuklearen Eiseneinheit als aktives Zentrum (Schmidt &
Shaw, 2001). Ein Rieske-Oxygenase-System kann aus bis zu drei Komponenten bestehen.
Im Naphthalen-Dioxygenasesystem wird im ersten Schritt durch eine Reduktase NAD(P)H
zu NAD(P)* oxidiert und somit zwei Elektronen freigesetzt. Die Elektronen werden an
einem  Flavin-Cofaktor zwischengelagert. Nach Reduktion eines [2Fe-2S]-
Transportferredoxins libertragt jenes die Elektronen schlieSlich zum Rieske-Zentrum der
Oxygenase. Hier werden die Elektronen weiter zum mononuklearen Eisenzentrum
transportiert (Ferraro et al., 2005).

In Bakterien wurden Rieske-artige Zentren auch in Untereinheiten anderer Redoxenzyme
wie der Arsenit-Oxidase (Ellis et al., 2001) und der Nitrit-Reduktase (Lledd et al., 2004)
angetroffen.

1.6 NEET-Proteine & IscR

Bis heute sind drei verschiedene [2Fe-2S]-Proteine bzw. -Klassen mit der
ungewohnlichen Koordination von drei Cysteinen und einem Histidin bekannt.
Namentlich sind dies der Transkriptionsfaktor IscR, Glutaredoxine wie Grx3/4-Fra2 und
CDGSH- oder NEET-Proteine (Bak & Elliot, 2014). In humanen Mitochondrien sind drei
CISD-(CDGSH iron sulfur domain)-Proteine bekannt: MitoNEET (CISD1), Minerl (CISD2
oder NAF-1) und Miner2 (Lin et al., 2007; Conlan et al., 2009; Inupakutika et al., 2017).
NEET-Proteine verbindet zum einen die namensgebende Aminosaureabfolge Asparagin-
Glutaminsaure-Glutaminsdure-Threonin im C-terminalen Bereich und zum anderen ihr
Clusterbindemotif in der ca. 40 Aminosauren langen CDGSH-Domane. Aufgrund dieser
Domadne wurde bis zur Identifikation von Histidin als vierten Liganden des
[2Fe-2S]-Clusters MitoNEET als Zink-bindendes Protein angesehen (Wiley et al., 2007a).
Entdeckt wurde das Protein 2004 durch seine Fahigkeit Pioglitazon, ein der
Thiazolidindion-Familie angehoriges Medikament zur Behandlung von Diabetes Typ 2, zu
binden (Colca et al., 2004). Das kleine MitoNEET (ca. 13 kDa) liegt als Homodimer vor und
ist mittels einer N-terminalen Transmembranhelix in der duferen mitochondrialen
Membran verankert. Der Cterminale Teil des Proteins ragt ins Cytosol (Paddock et al.,
2007; Wiley et al.; 2007b). Die Inkorporierung des Clusters ist ISC-Maschinerie abhangig
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und wird nicht Uber eine Komponente der CIA-Maschinerie gesteuert. Die Autoren
schlagen eine Bifurkation des Fe/S-Biosyntheseweges am Intermembran Raum vor
(Ferecatu et al., 2014).

o
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Abbildung 1-6: Darstellung des [2Fe-2S]-Clusters im humanen MitoNEET (PDB code 2QH7, Meyer
et al., 2006).
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Die Funktion von MitoNEET ist noch nicht vollkommen aufgeklart, jedoch finden sich
mehrere Belege fiir eine Funktion als Clusterdonor (Tamir et al., 2015). Das Protein soll
beim Clusterreparaturmechanismus von IRP1 involviert sein, der vom Redox-Status des
Proteins abhdngt (Golinelli-Cohen et al., 2016). Unter regularen zelluldaren Bedingungen
ist der Fe/S-Cluster von MitoNEET reduziert. Ist die Zelle jedoch oxidativem Stress
ausgesetzt, werden die Cluster oxidiert und der Clustertransfer zu IRP1, welches in seiner
Holoform als cytosolische Aconitase fungiert, wird eingeleitet (Golinelli-Cohen et al.,
2017). In vitro Experimente zeigen zusatzlich, dass durch Komplexbildung mit Anamorsin
(humanes Dre2) und NDOR1 (NADPH-dependent diflavin oxidoreductase 1, humanes
Tah18) und Elektronenibertragung der Cluster von Anamorsin auf MitoNEET Gbertragen
wird und das Protein in die Holoform umgewandelt werden kann (Camponeschi et al.,
2017). Weitere in vitro Studien belegen eine umgekehrte Clusteriibertragung von
MitoNEET auf Anamorsin (Lipper et al., 2015). Beide Mechanismen weisen auf eine
Wechselwirkung zwischen dem integralen Membranprotein und der CIA-Maschinerie
hin.

Das zweite Mitglied der NEET-Proteinfamilie ist Minerl. Fehler im SpleiRvorgang der
mRNA dieses Vertreters resultieren im Wolfram Syndrom 2 und verursachen
beispielsweise Diabetes Mellitus, Taubheit oder verkiirzte Lebenszeit (Amr et al., 2007).
Wie MitoNEET wurde Minerl urspriinglich als Zinkfingerprotein dotiert, bis zur
Aufklarung seiner Kristallstruktur. Minerl ist in seiner Aminosadurenabfolge zu 54%
identisch mit MitoNEET und ist wie dieses in der duBeren mitochondrialen Membran
lokalisiert, wurde aber auch an Membranen, die das Endoplasmatische Retikulum mit
der duReren mitochondrialen Membran verbinden, detektiert (Conlan et al., 2009; Sohn
etal., 2013; Karmi et al., 2018).
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Miner2 ist das am wenigsten untersuchte Mitglied dieser Proteinfamilie. Im Gegensatz
zu beiden obigen besitzt dieses Protein zwei CDGSH-Domanen und ist als Monomer in
der mitochondrialen Matrix lokalisiert (Cheng et al., 2017; Karmi et al., 2018).

Das UV/Vis-Spektrum von MitoNEET weist die typischen Merkmale eines [2Fe-2S]-
Clusters auf. Die Maxima bei 340 nm, 460 nm und bei 540 nm sind charakteristisch fiir
einen [2Fe-2S]-Cluster (Bak & Elliot, 2013). Mit den g-Werten von g = 2,007, g = 1,937
und g = 1,897 zeigt das ESR-Spektrum ein rhombisches Signal, das ebenso
charakteristisch flir diesen Clustertyp ist (Dicus et al., 2010). Diese Parameter finden sich
wieder in der Charakterisierung von Minerl. Das UV/Vis- als auch das ESR-Spektrum sind
nahezu identisch zu MitoNEET. Im Gegensatz dazu kénnen im ESR-Spektrum von Miner2
zwei Uberlappende Spezies beobachtet werden, was mit der Eigenschaft als Monomer
mit zwei leicht unterschiedlichen [2Fe-2S]-Clustern im Einklang steht (Karmi et al., 2018).

Der E. coli Transkriptionsfaktor IscR tragt einen[2Fe-2S]-Cluster und ist verantwortlich fiir
die Regulation von mehr als 40 Genen. Neben seiner eigenen wird auch die Expression
der Isc-Proteine der Fe/S-Cluster Biogenese durch IscR reguliert (Giel et al. 2006). Steht
Eisen in ausreichender Konzentration in der Zelle zu Verfiigung, fungiert Holo-IscR als
Repressor des isc-Operons. Wenn nicht genigend Fe/S-Cluster gebildet werden, liegt
Apo-IscR vor, welches nicht an die Operatorsequenz binden kann und somit nicht mehr
als Repressor des isc-Operon fungiert. Unter Eisenmangel-Bedingungen oder oxidativem
Stress ist Apo-IscR in E.coli einer der Aktivatoren fir die Suf-Maschinerie (Crack et. al.
2012b). Die Sequenz von IscR verfligt (ber drei Cysteine, welche durch
Mutagenesestudien als Liganden des Clusters identifiziert wurden (Yeo et al. 2006). Erst
spater gab es durch MoRbauer- und Resonanz Raman Daten, die auf einen Liganden
wiesen, der mittels Stick- oder Sauerstoffs den Fe/S-Cluster bindet. Durch Mutagenese
aller konservierten, potenziellen Aminosauren zu Alanin konnte das Histidin an Position
107 als moglicher vierter Clusterligand vorgeschlagen werden. 1>N-NMR-Spektroskopie
festigte die Funktion von H107 als vierten Ligand des [2Fe-2S]-Clusters (Fleischhacker et
al. 2012).

In S. cerevisiae wird der Eisenstoffwechsel durch die Transkriptionsfaktoren Aftl und
Aft2 zusammen mit Grx3/Grx4 und Fral und Fra2 reguliert. Ein heterodimerer Komplex
aus Grx3/4 und Fra2 bindet einen [2Fe-2S]-Cluster durch zwei Cystein-Reste des
Glutaredoxins und einem Histidin-Rest von Fra2 (Li et al. 2019). Die Identitat des vierten
Liganden ist bisher nicht geklart (Trnka et al. 2020).

1.7 Aim32 und Apd1

Die Proteine Aim32 und Apdl der Hefe S. cerevisiae sind die ersten Vertreter einer
neuen, in den Arbeitskreisen von Prof. A. J. Pierik und Prof. V. Schiinemann
identifizierten, Proteinfamilie der [2Fe-2S]-Proteine. Sie zeichnen sich durch ihr
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einzigartiges HXGGH-Clusterbindemotif aus (Stegmaier et al., 2019). Beide Proteine sind
nur wenig erforscht und ihre Funktionen in der Zelle sind noch nicht geklart.

Aim32

Im Jahr 2009 publizierten Forscher der Princeton University in New Jersey ein
bioinformatisches Vorhersagemodell mit anschlieBender Analyse unbekannter
mitochondrialer Proteine. Sie konnten 109 Proteine identifizieren bzw. verifizieren,
deren Deletion die mitochondriale Biogenese und Vererbung beeinflusst. Sie
verwendeten ein zweistufiges Modell, bei dem in der ersten Instanz Datensatze
verschiedenster Quellen auf mogliche Kandidaten hin untersucht wurden. Zudem
wurden hier Daten von 106 bekannten mitochondrialen Genen eingearbeitet. Von den
183 vielversprechendsten Kandidaten aus dieser Analyse waren 42 bekannte
mitochondriale Proteine. Aus den Ubrigen 141 Kandidaten konnten weitere 83 (59 %)
Proteine mit einer Rolle an der mitochondrialen Biogenese assoziiert werden. Die zweite
Vorhersage deckte zusatzliche 52 potenziell in Mitochondrien lokalisierte Proteine auf,
von denen 17 (53 %) verifiziert werden konnten.

Eine experimentelle Methode zur Uberpriifung der bioinformatischen Studien war der
,Petite-Frequency-Assay”. Im ersten Schritt werden Hefezellen mit einer nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquelle, in diesem Fall Glycerin, kultiviert. Uberleben Zellen
unter diesen Bedingungen, missen sie liber eine funktionsfahige Atmungskette und
schlussfolgernd tGiber normale, funktionsfahige Mitochondrien verfiigen. Folgend werden
die Kulturen auf einer glukosehaltigen Agarplatte ausgestrichen und weiter kultiviert. An
diesem Punkt konnen nach der Zellteilung auch Tochterzellen tiberleben, die (iber nicht-
funktionsfahige Mitochondrien verfligen. Von der Platte werden nun einzelne Kolonien
selektiert und in Flissigmedium mit Glukose kultiviert. Jene Zellsuspension wird nun auf
Agarplatten mit Glukose und Tetrazolium aufgetragen. Zellen mit gesunden
Mitochondrien nehmen dieses auf und erscheinen rot und zeigen groBe Kolonien.
atmungsdefiziente Zellkolonien sind klein (petite) und weils.

Von 193 getesteten Deletionsstimmen wiesen 79 (41 %) einen signifikanten Phdnotyp
bei der Vererbung der Mitochondrien auf. Einer der Deletionsstamme, der einen
schwachen Phanotyp aufwies, war ein Stamm, aus dem das Gen AIM32 deletiert wurde.
Aim ist die Abklrzung fiur ,Altered Inheritance rate of Mitochondria“ und deutet
daraufhin, dass der Verlust des Gens die Bildung oder der Ubertragung der
Mitochondrien von der Mutter- auf die Tochterzelle auf eine unbekannte Weise
beeintrachtigt (Hess et al., 2009).

Laléve et al. publizierten 2016, dass das Malaria-Medikament Primaquin (PQ) sowohl
Fe/S-Proteine als auch das Wachstum unter respiratorischen Bedingungen beeinflusst.
Sie testeten den Einfluss von PQ auf insgesamt 27 Deletionsmutanten, deren deletierte
Gene z. B. am Abbau von oxidativem Stress, an der DNA-Reparatur oder an der
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mitochondrialen Atmungskette beteiligt sind. Nur zwei der getesteten Mutanten zeigten
eine Sensitivitat gegenliber dem Medikament, eine davon war Asod2.
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Abbildung 1-7: Effekt von Primaquine auf Asod2. A Effekt von Primaquine auf das fermentative Wachstum
von Asod2. Asod2 (magenta) und WT (blau) wurden in YP-Ethanol, YP-Glukose (10 % Glukose) oder YP-
Galaktose mit ODsoo = 0,1 inokuliert und mit 1 mM PQ versetzt. Die End-ODeoo wurde nach 1-3 Tagen
Kultivierung bei 28 °C bestimmt. Das Wachstum wurde als das Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle
angegeben. B Effekt von Ascorbat (Asc) resp. N-Acetylcystein (NAC) und der Uberexpression von SOD2,
AIM32 oder MCR1 auf die PQ-Empfindlichkeit des Asod2-Stammes. Nach Vorkultivierung in YP-Medium
mit passender Kohlenstoffquelle wurden Kulturen mit ODeoo = 0,1 inokuliert und bei 28 °C fur drei Tage
kultiviert. Die PQ-Empfindlichkeit wurde als Verhéltnis der Zelldichte im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle berechnet. Blau: Wachstum Asod2 versetzt mit 0,2 mM PQ mit und ohne Asc (5 mM) resp. NAC
(5 mM) in YP-Ethanol. Magenta: Asod2 und Asod?2 (iberexprimierend SOD2, AIM32 und MCR1 in YP-Ethanol
mit 0,3 mM PQ. Braun: Wachstum Asod2 versetzt mit 0,2 mM PQ mit und ohne Asc (5 mM) resp. NAC
(5 mM) in YP-Glycerin (Laleve et al., 2016).

Untersucht wurde das fermentative Wachstum dieses Deletionsstammes in Gegenwart
von 1 mM PQ, dargestellt in Abbildung 1-7. WT-Zellen zeigten in YP-Ethanol nahezu
keinen Wachstumsphanotyp (blau), wohingegen Asod2 nicht lebensfahig war. Wurde
Glukose als Kohlenstoffquelle verwendet war kein Phdnotyp zu beobachten, bei
Galaktose wurde das Zellwachstum um 50 % inhibiert.

In einem Folgeexperiment wurde durch die Transformation einer High-Copy-Plasmid-
DNA-Bibliothek nach Genen gesucht, die die PQ-Sensitivitdt unterdriicken kénnen. Zwei
Kandidaten waren AIM32 und MCR1 (mitochondrial NADH-Cytochrome b5 Reductase)
(Laleve et al., 2016). Dem Protein Mcrl wird eine wichtige Rolle bei der Abwehr von
oxidativem Stress zugeschrieben (Lee et al., 2001).

Apdl

In der Literatur wird Apd1 das erste Mal 1999 in einer Studie mit 150 Deletionsmutanten
der Backerhefe S. cerevisiae beschrieben. Im Zuge dieser Studie wurde fir die
Deletionsmutanten eine Phanotypisierung unter verschiedenen Stressbedingungen
durchgefihrt. Einen Teil dieser Untersuchungen stellten Kupfer-Toxizitdtstests dar. Das
Schwermetall ist ein essenzielles Element fiir den Organismus, das als Cofaktor an einer
Vielzahl von enzymatischen Reaktionen beteiligt ist (De Freitas et al., 2003). Jedoch ist
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Kupfer in hoheren Konzentrationen toxisch fiir den Organismus. Hefe verfigt Gber eine
Vielzahl von Regulations- und Entgiftungsmechanismen, die den intrazelluldren
Kupfergehalt kontrollieren (Butt et al. 1981; First et al. 1988). Wird einer der
Mechanismen beeintrachtigt, resultiert daraus eine erhohte Sensitivitdt oder eine
erhohte Resistenz des Organismus auf Metallionen. Entian et al. testeten 121 Mutanten
auf ihr Wachstumsverhalten auf Festmedium in Gegenwart von Kupfersulfat in
Konzentrationen von 0-0,2 mM. Im Vergleich zum Wildtyp wiesen nur zehn Mutanten
eine erhodhte Sensitivitdit und sechs eine erhdhte Resistenz auf. Ein Stamm, der
verringertes Wachstum unter diesen Bedingungen im Vergleich zu Wildtypzellen zeigte,
war Aapdl. Ein weiterer Phinotyp fiir diese Mutante bestand in einer Anderung der
Aktinfilament Verteilung. Dieser war auch namensgebend fiir Apd1 (Actin patches distal)
(Entian et al., 1999).

Die Sensitivitat von Aapdl gegeniiber Kupfer-lonen wurde im Jahre 2008 durch eine
weitere Hochdurchsatzstudie belegt. Jin et al. zeigten den Einfluss verschiedener
Metallionen, darunter auch Kupfer, auf das Wachstum von Deletionsstimmen. Sie
bestimmten die Verminderung des Wachstums der Mutanten im Vergleich zu Wildtyp
wahrend der Exposition verschiedener Metallionen. Experimentell wurde dafiir zunachst
die ECso-Konzentration fir den WT ermittelt. Dieser Wert spiegelt jene
Cu?*-Konzentration im Medium wider, bei der der ODgoo-Wert nach 20 h Inkubation um
50 % abnimmt. Fir Kupfer grenzten sie diesen Bereich auf 0-10 mM CuSQg4 ein. Empirisch
ermittelten sie 7 mM und fihrten mit jener Konzentration Wachstumsmessungen mit
den einzelnen Deletionsstimmen durch. Mit diesen erhaltenen Daten errechnete sich
der GIF (Growth Inhibition Factor), in dem das Wachstum des Deletionsstammes mit und
ohne Metallexposition, sowie das Wachstum des Wildtypstammes mit und ohne
Metallexposition berticksichtigt wird. Flir Aapdl ergab sich dabei ein GIF = 2,4. Somit
weist dieser Stamm ein 2,4-fach schlechteres Wachstum in Gegenwart von 7 mM CuSOg4
im Vergleich zu WT auf. Insgesamt wurde die Sensitivitdt von 540 verschiedenen
Deletionsmutanten gegenlber CuSOs; getestet. Im Vergleich wiesen 79 % einen
geringeren und die restlichen 21 % einen hoheren GIF zu Aapd1 auf (Jin et al., 2008).

In der Zeit, in der diese Arbeit entstand, wurde Apd1 erstmals als [2Fe-2S]-Protein der
Familie der TLFs beschrieben, ohne spektroskopische Anhaltspunkte aus der ESR- oder
MoRbauerspektroskopie. Lediglich ein UV/Vis-Spektrum, mit typischen [2Fe-2S]-Cluster
Maxima bei 450 nm und 570 nm deutete auf einen inkorporierten Fe/S-Cofaktor hin
(Tang et al., 2015; Abb. 1-8 A). Die Autoren fiihrten auch Mutagenesestudien zur
Identifizierung der Clusterliganden durch und anhand der Daten wurden die Cysteine an
den Positionen 44 und 48 sowie die Histidine an Position 255 und 259 als potenzielle
Liganden (Abb. 1-8 B) vorgeschlagen. Im Zuge von in vivo Studien wurde das Gen in
verschiedenen Stammbhintergriinden deletiert und anschlieRend die Folgen der Deletion
untersucht. Die Deletion des Genes hatte jedoch keinen Effekt auf das
Wachstumsverhalten bei Verwendung verschiedener Kohlenstoffquellen.
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Abbildung 1-8: Apd1 tragt einen [2Fe-2S]-Cluster koordiniert durch zwei Cysteine und zwei Histidine. A
UV/Vis-Spektrum von rekombinantem Apdl und der Mutanten CXsC und HXsH (je 3 mg). B nicht-
denaturierende PAGE von Apd1 und Varianten. Der Pfeil zeigt die Proteinbande an. C & D Tipfeltest von
WT und Aapdl. WT und Aapdl wurden mit einem Leerplasmid oder 415np-Plasmiden, welche das Gen
kodierend fir Apdl resp. dessen Mutanten enthielten, transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen
wurden auf SC-Agarplatten mit HU in den angegebenen Konzentrationen getiipfelt (Tang et al., 2015).

Tang et al. beschrieben jedoch weiter die Sensitivitat eines Aapd1-Stammes gegeniiber
Hydroxyharnstoff (HU) (Abb. 1-8 C). Im Wachstumsvergleich auf Festmedium, ist eine
Wachstumshemmung des Deletionsstammes in Gegenwart von 240 mM HU im Vergleich
zu WT zu verzeichnen. Diese verminderte Wachstumsrate kann durch eine
transformierte Plasmid-Kopie des Gens komplementiert werden. Zu dem genauen
mechanistischen Hintergrund liegen keine naheren Informationen vor, es wird jedoch
angenommen, dass Apd1 eine Rolle in der Abwehr gegen diesen Stoff Gbernimmt. Mit
dieser Methode wurden auch die putativen Clusterliganden in vivo, dargestellt in
Abbildung 1-8 D, vorgeschlagen. Diese wurden paarweise auf Plasmiden mutiert und es
wurde der Effekt der Mutation in Gegenwart von 240 mM HU untersucht. Im Vergleich
zu Aapd1 mit transformiertem Leerplasmid konnte bei der Cystein-Doppelmutante ein
geringes Wachstum beobachtet werden. Die gleichzeitige Mutation der Histidine
resultierte in einem starkeren Phanotyp, der der Deletion des Gens gleicht (Tang et al.,
2015).

Eine detailliertere spektroskopische Charakterisierung von Apdl wurde 2019
veroffentlicht (Stegmaier et al., 2019). Bei 10 K zeigt das ESR-Spektrum des WT-Proteins
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ein rhombisches Signal einer Einzelspezies mit den g-Werten 2,009, 1,906 und 1,861.
Werden die Aminosdauren H255 und H259 zu Cysteinen mutiert, fihrt dies zu einer
Verschiebung aller g-Werte (Abb. 1-9, links). Dieser Effekt der Mutation ldsst sich auch
in den MoRBbauerspektren beobachten. Bei 77 K weisen die M6Rbauerparameter des
WT-Apd1 auf zwei verschieden koordinierte Eisenkerne hin. Anhand der Werte wird ein
Eisenion von zwei Cysteinen und eins von zwei Histidinen koordiniert. Werden die
Histidine zu Cysteinen mutiert, verandern sich die Parameter und zeigen bei der
Doppelmutante H255C/H259C Werte eines all-Cystein koordinierten [2Fe-2S]-Clusters
auf (Abb. 1-9, rechts). Die Bestimmung des pKs-Wertes von Apd1 im oxidierten Zustand
identifizierte zwei einzelne De-/Protonierungen bei pKox1 =7,9 £ 0,1 und pKox2 =9,7 £ 0,1.
Die Einzelmutanten zeigten entsprechend nur einen und die Doppelmutante keinen
pKs-Wert (Stegmaier et al., 2019).

EPR Mossbauer
Wild
/A~/‘\,\h H259C W
H255C
H259C \ /
330 340 350 360 370 3 2 1 0 1 2 3
B (mT) Velocity (mm/s)

Abbildung 1-9: ESR- und MéRBbauerspektren von Apdl und Varianten. A ESR-Spektren. B M6Rbauer-
spektren (Stegmaier et al., 2019).

1.8 Zielsetzung

Die Backerhefe S. cerevisiae ist neben E. coli der bekannteste Modellorganismus in der
Molekularbiologie. Das menschliche und das Hefe-Genom teilen sich ca. ein Drittel
orthologer Gene. Durch diese Vielzahl an homologen Genen in héheren Eukaryoten
lassen sich durch einfache Experimente und Studien Rickschliisse auf komplexe
Stoffwechselwege, aber auch Krankheiten ziehen (Botstein et al., 2011; Kachroo et al.,
2015).

Metallionen sind essenziell fir das Leben, mehr als ein Viertel der Proteine hangt in ihrer
Funktion von ihnen ab (Waldron & Robinson, 2009). Fe/S-Proteine stellen fiir die Klasse
der Metalloproteine einige der wichtigsten Vertreter dar. Sie sind in allen Domanen des
Lebens evolutionadr friih vertreten. Durch bioinformatische Sequenzanalyse des
menschlichen Genoms war es maoglich, das Fe/S-Proteom zu identifizieren (Andreini et
al., 2016). Diese Suche deckte 70 Gene auf, von denen ein GroRteil auch experimentell
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als Fe/S-Proteine verifiziert ist. Danach ist die Anzahl der mitochondrialen Proteine mit
einem [2Fe-2S]-Cluster fast genauso hoch wie jene mit einem [4Fe-4S]-Cluster (21 und
18). Im Cytoplasma ist dieses Verhdltnis stark auf die Seite der [4Fe-4S]-Proteine
verschoben (18 zu 10) und im Nukleus kommen fast nur jene vor (19 zu 4).

Bioinformatische Studien, durchgefiihrt von Prof. A. ). Pierik, deckten ein C-terminales
Tryptophan bei mehreren cytosolischen Fe/S-Proteinen auf. Ausgehend von dieser
Entdeckung wird in dieser Arbeitsgruppe die , Tryptophan-Hypothese” naher untersucht.
Dabei wird angenommen, dass das C-terminale Tryptophan als Adapter oder
Erkennungsmerkmal bei der Ubertragung des Fe/S-Clusters vom CIA-Targeting-Komplex
auf dessen Zielproteine fungiert. In Zuge der Dissertation von Dr. Carina Greth wurde
dieser Zusammenhang fiir die cytosolischen [4Fe-4S]-Proteine Leul und Narl nadher
untersucht, anhand mehrerer Studien nachgewiesen und spater als Teil eines
Manuskripts verfasst (Marquez et al. 2023).

Durch Sequenzvergleich wurde basierend auf der Tryptophan-Hypothese nach weiteren
potenziellen Fe/S-Proteinen gesucht. Dabei stach das Protein Apdl heraus. In der
Dissertation von Dr. Kathrin Stegmaier wurde dieses Protein und ein sehr dhnliches
Protein namens Aim32 als [2Fe-2S]-Protein nach heterologer Expression in E. coli
identifiziert. Die beiden Proteine verbindet ein einzigartiges [2Fe-2S]-Clusterbindemotif
(Stegmaier, 2017).

Das erste Ziel dieser Arbeit stellte die Identifizierung der Clusterliganden der Proteine
Aim32 und Apd1l in vivo dar. Hierfiir sollten zundchst Bedingungen gefunden werden,
unter denen die beiden nicht-essenziellen Gene unter Standardlaborbedingungen
essenziell werden. Bereits in einer Diplomarbeit wurden Deletionsmutanten angefertigt
und erste Versuche zur Phanotypisierung unternommen (Blinn, 2014). In der Literatur
wird mehrmals der Effekt von Kupfer-lonen auf den Deletionsstamm Aapd1 beschrieben.
Jedoch handelt es sich dabei um Ergebnisse von Hochdurchsatzstudien und konnten
nicht fir den verwendeten Laborstamm bestdtigt werden. Zur Untersuchung der
Clusterkoordination sollten die jeweiligen Aminosdurereste in einer Plasmid-Kopie zu
Alanin mutiert werden. Nach Entdeckung eines Phanotyps und Optimierung der
Bedingungen sollten die verschiedenen Mutanten auf ihre Funktionalitat in vivo mittels
Tupfeltest unter Apd1-resp. Aim32-essenziellen Bedingungen iberprift werden.

Die Suche nach der Funktion von Proteinen kann je nach Wissensstand der Suche nach
einer Nadel im Heuhaufen gleichen. In dieser Arbeit sollten erste Hinweise auf die
Funktion der Proteine Aim32 und Apd1 anhand eines cDNA-Screens gesammelt werden.
Unter Verwendung einer von Bretscher et al. ver6ffentlichen cDNA-Bibliothek unter der
Kontrolle des Gal-Promotors sollten Kandidaten gefunden werden, die bei
Uberexpression den Phinotyp eines Aapdl- resp. eines Aaim32-Deletionsstammes
komplettieren konnen. Bei Erfolg kénnte die bekannte Funktion der Kandidaten
Aufschluss Uber die Wirkungsweise von Aim32 resp. Apdl geben. Apd1 verfiigt in der
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N-terminalen Domane (iber mehrere Cystein-Reste, die nicht in der Koordination des
[2Fe-2S]-Clusters involviert sind. Durch Kristallisation des Proteins und durch eine ESR-
spektroskopische Untersuchung sollte (iberprift werden, ob Apdl ein mononukleares
Eisen-Zentrum, wie es in Rieske-Dioxygenasen zu finden ist, besitzt. Zudem sollten zur
weiteren Charakterisierung der Proteine eine Lokalisierung der Proteine Aim32 und Apd1
in der Zelle und eine genauere Untersuchung verschiedener Aim32-Mutanten
spektroskopisch vorgenommen werden.

In einem weiteren Teil sollte die Assemblierung des [2Fe-2S]-Clusters von Apd1 naher
untersucht werden. In der Literatur finden sich mehrere Beispiele, die einen CIA-
Maschinerie-abhangigen Einbau fiir [4Fe-4S]-Proteine belegen. Inwieweit diese
Maschinerie fiir die Ubertragung von [2Fe-2S]-Cluster verantwortlich ist, ist bis heute
noch nicht bekannt. Apd1 besitzt ein C-terminales Tryptophan und kénnte mit jenem als
eine Art Erkennungssequenz mit dem ClA-Targeting-Komplex interagieren. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass die C-terminale Kiirzung des Proteins zu einem signifikanten
Phanotyp unter Apdl-essenziellen Bedingungen fiihrt (Greth, 2018). In dieser Arbeit
sollte nun mit Hilfe der ESR-Spektroskopie die Inkorporierung des Clusters von Apd1 in
vivo untersucht werden. Falls dieser von ClA-Faktoren abhangig ware, sollte bei
Regulation der verwendeten Gal-Stimme eine Abnahme des Apdl-spezifischen ESR-
Signals zu verzeichnen sein.

Durch Sequenzvergleich des Apd1/Aim32 einzigartigen Clusterbindemotifs, konnte von
Prof. Dr. A. J. Pierik ein weiteres bisher unbekanntes Ligandenmuster eines Proteins aus
dem thermophilen Bakterium Thermomonospora curvata aufgedeckt werden. In
Proteindatenbanken wird es aufgrund von Algorithmen ebenso wie Aim32/Apd1 der
,Sucrase/ferredoxin like“-Proteinfamilie zugeordnet. Bei genauer Betrachtung des
Sequenzvergleichs fallt Gberraschenderweise auf, dass das Histidin H259, welches in
Apdl Clusterligand ist, durch einen Aspartat-Rest ersetzt wird. Anhand von
spektroskopischen Untersuchungen nach Proteinisolierung aus E. coli sollten die
Clusterkoordination und die Eigenschaften wie pKs-Wert und das Redoxpotential
untersucht werden.

AbschlieBend wurden erganzende Arbeiten zur ,Dissertation Funktion des C-terminalen
Tryptophans cytosolischer Eisen-Schwefel-Proteine bei deren Assemblierung” von Dr.
Carina Greth durchgefiihrt. Es sollte eine geeignete Methode zum Nachweis der
Interaktion des C-terminalen Tryptophans mit dem CIA-Targeting-Komplex erforscht
werden, dies stellte aber kein Hauptthema dieser Arbeit dar.
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2. Materialien

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

In diesem Teil der Arbeit werden alle verwendeten Gerate und Materialien, sowie deren

Herkunft benannt.

Gerat/Material

Beziechnung bzw. Hersteller

Agarosegelelektrophorese-System
Anaerobes Zelt

Autoklav

Biofreezer

Blotting-Papier

Chromatographie System

Dounce Homogenisator GroRe S und L
Einwegimpfdsen
Elektrophoresezubehor

ESR und Zubehor

Biostep® HU10

Coy Laboratories

Systec V65

Sanyo, Vip

Roth, 1 mm

GE Healthcare, 0,4 mm

GE Healthcare, Akta Start

Sartorius

Greiner Bio-One

Digitalkamera: Canon IXUS 132

Bruker Elexsys E580 Electron Paramagnetic
Resonance Console, Bruker Pulsed Microwave
Bridge E580-1010, Bruker Netzteil ER 082
(155/45), Bruker 4122SHQE-W1/1017 Cavity,
Bruker ER 167FDS-Q Fingerdewar, QSIL

Quarzglasrohrchen limasil PN @ 3,7 mm x 0,5

mm Wandstarke, Acrylglas / Plexiglas Rundstab
1 m x5 mm, Gummischlauch @ 3 mm x 2 mm
Wandstarke

French Press SLM Instruments, SLM Aminco FA-078, FA-073

Geldokumentationssystem
Glasperlen (0.75-1.0 mm Durchmesser)
Gummiwischer

Inkubatoren

Kantlen

Vilber Lourmat, Fusion SL

Roth

Deutsch & Neumann

Thermo Scientific, Heratherm IMC 18
Thermo Scientific, Heratherm 1GS 100
Braun 100 Sterican Gr. 1 @ 0,90 x 40 mm
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Konzentratoren

Kihlgefrierkombination

Kivetten

Laborboy

Magnetrihrer
Mikrotiterplatte
Mikrowelle
Nitrozellulose Membran
PD10-Saulen
Petrischalen

pH-Meter

Pipetten

Pipettenspitzen
Pipettierroboter (Kristallisation)
Reaktionsgefalle

Rollschiittler

Serologische Pipetten
SDS-PAGE-System

Schittelinkubatoren

Spannungsquelle

Spulmaschine
Spritzen
Sterilbank
Sterilfilter

Thermocycler

Sartorius, Vivaspin 6, 20.000 und Vivacon 500
10.000 MWCO PES

Beko K6330-HC

Sarstedt Einweg-Kivetten Polystyrol; Brand UV-
Kivetten halbmicro; Eppendorf, 50 ul Kuvette
Rudolf Grauer AG Swiss Boy 110

Janke & Kunkel IKA-Werk, KMO 2 electronic
TPP, 96 Well

Privileg M401

GE Healthcare, 0,45 um

GE Healthcare

Sarstedt Petrischalen 92 x 16 mm

WTW pH 521

Mettler Toledo, InLab®Easy-Elektrode
Mettler Toledo, InLab®Micro-Elektrode
Mettler Toledo, InLab®Redox Micro-Elektrode
Eppendorf, Research Plus 10 pl, 20 ul,100 pl,
200 pl, 1000 ul 5 ml, 8-Kanal 50 pl; Integra
BioSciences, PipetBoy comfort

Greiner, Bio-One 10 pl; Sarstedt 200 ul, 1000 pl
Douglas Instruments, OryxNano

Sarstedt 1,5 ml; Greiner Bio-One 2,0 ml

NEO LAB, D6050

Greiner Bio-one 5 ml, 10 ml

Bio Rad, Mini Protean II™,

Infors HT, Multitron Pro

Thermo Scientific, MaxQ4000

VWR Power Source 300V

BioRad, PowerPAC 300

Miele, Mielabor Automatic G7733

Braun, Omnifix® 60 ml

Heraeus Instruments, LaminAir HB 2448
Sarstedt, 0,2 um VWR 0,2 um

Hybaid, Limited PCR Sprint Thermal Cycler
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Thermomixer

Trockenschrank

Ultrazentrifuge

UV/Vis-Spektrophotometer

Vortexer

Waagen

Verschlussfolie
Wasserdestillationsapparatur
Wippschttler

Zentrifigationsrohrchen Typ ,,Falcon’

Zentrifugen

Zentrifugenbehalter

Bio-Rad, T100 Thermal Cycler

Eppendorf, Thermomixer comfort
CellMedia, Thermomixer pro

Heraeus, T 5050

Beckman Optima™, LE 80K (Rotoren: Ti70, SW
60 Ti)

Thermo Scientific, Genesys 10UV scanning,
Eppendorf, Bio Photometer plus

Shimadzu, UV-1900 UV-VIS

Heidolph, Reax 1 D; Janke & Kunkel IKA-Labor-
technik VF2, Phoenix Instrument, RS-VA 10
Feinwaage Mettler Toledo, Excellence
Sartorius, L610 D

Parafilm M

Wisag, Destamat Bi 18E

IKA, Rocker 3D digital

Sarstedt, 50 ml; Greiner Bio-One 15 ml
Beckman Coulter, Avanti J-26S XP (Rotoren:
JLA-8.1000, JA 25-50)

Beckman, J2-21 (Rotoren: JA-10, JA-20)
Eppendorf,5810 R (Rotor: 4-4-62)
Eppendorf, 5430 R (Rotor: F 35-6-30)

VWR, Galaxy 16 DH Mikrozentrifuge

VWR, Micro Star 17 Mikrozentrifuge

Sigma, 1-16 Mikrozentrifuge;

Beckman Coulter: 11, 26,3 ml, 2,3 ml
Nalgene: 500 ml, 250 ml, 50 ml

2.2 Software

Die in dieser Arbeit verwendeten Softwares sind in nachstehender Tabelle aufgelistet:

Software Anwendung

Hersteller

Chromas DNA-Sequenz-Analyse

Clustal Omega

Technelysium (online)

DNA-Sequenz-Vergleich EMBL-EBI
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ExPASy

LabSolutions UV/Vis
Unicorn

VisionCapt
VISIONIlite

Xepr

Gen - Protein Translation SIB Swiss Institute of
Bioinformatics
UV/Vis-Spektrophotometer Shimadzu
Chromatographiesystem GE Healthcare
Geldokumentationssystem Vilber Lourmat
UV/Vis-Spektrophotometer Thermo Fischer Scientific

ESR-Spektrometer Bruker

2.3 Chemikalien

Im Folgenden werden alle verwendeten Chemikalien benannt und es wird auf deren

Herkunft hingewiesen.

Chemikalie

Hersteller

2-Hydroxy-1,4-naphthochinon
Aceton

Acrylamid Rotiphorese Gel 30
Adeninsulfat

Agar-Agar

Agarose

Ammoniumacetat

Sigma Aldrich
VWR Chemicals
Roth

Sigma

Roth

Biozym

Riedel de Haén

Ammoniumeisen(ll)-Sulfat (Mohrsches Salz) Riedel de Haén

Ammoniumeisen(lll)-Citrat
Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat
Ampicillin

Ascorbinsdure
Benzylviologen
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Coomassie Brilliant blue G250
p-Coumarsaure

CAPS

CHES

Sigma Aldrich
Sigma

Merck
AppliChem
Sigma

Sigma Aldrich
AppliChem
Fluka

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth
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Cysteinhydrochlorid-Monohydrat, L Sigma Aldrich
Cytochrom c aus Rinderherz Sigma-Aldrich
Desthiobiotin IBA

dNTPs

Digitonin

DMSO (zur Analyse)
DOC

DTT

DMPD

EDTA

5’Eisen (Pulver)

Ethanol
Eisen(lIl)-Chlorid

Essigsaure

Feren (3-(2-Pyridyl)-5,6-di(2-furyl)-1,2,4-

New England Biolabs
Roth

AppliChem

Serva

AppliChem

Fluka

AppliChem

Zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. V.
Schinemann

Roth

Sigma Aldrich

Roth

Sigma Aldrich

Triazine-5',5"-disulfonylsdure (Dinatrium-Salz))

Formiergas (Arcal F5, 5% H,/95% N,)
Galaktose
Gallacetophenon
Gallobenzophenon
Gallussdure

GelRed

Gel Loading Dye Purple
Glukose- Monohydrat
Glycerin

Glycin

HABA

Hefeextrakt

HEPES
Hexamincobalt(l11)-Chlorid
L-Histidin

Imidazol

Indigokarmin

Air Liquid
Roth

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Biotium

New England Biolabs
Roth

Roth
AppliChem
Aldrich

Roth
AppliChem
Fluka
Amersham
AppliChem
Sigma Aldrich
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Instant Blue (SDS-PAGE-Farbel6sung) Expedeon
3-Isopropylmalat (threo-Form) Sigma Aldrich
IPTG Roth
Kaliumacetat AppliChem
Kaliumchlorid Merck
Kaliumcyanid Sigma
Di-Kaliumhydrogenphosphat Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kaliumhydroxid J.T.Baker
Kanamycin AppliChem
Kupfersulfat-Pentahydrat AppliChem

Lachssperma-DNA

LB-Medium

Leucin

Lithiumacetat-Dihydrat
Lithiumdisulfid

Luminol

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangan(ll)-Chlorid
Methylenblau

Methylviologen
B-Mercaptoethanol

MES

Natriumanthrachinon-2-sulfonat

Natriumascorbat
Di-Natriumcarbonat
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumchlorid
Natriumdithionit
Natriumhydroxid
Natriummalonat-Monohydrat

Natriumnitrit

Life Technologies
Roth

Sigma

Fluka

Aldrich
Sigma Aldrich
AppliChem
Merck

Merck

Fluka

Merck

Sigma Aldrich
Merck

Serva

Sigma Aldrich
Roth

Merck

Merck

Roth

Sigma Aldrich
J. T. Baker
Sigma

Merck
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Natriumsuccinat-Hexahydrat Sigma
N, N, N', N'-Tetramethyl-p-phenylendiamin Sigma Aldrich
Neutralrot Sigma Aldrich

Nourseothricin
PIPES

PEG 4000

Pepton
pH—Eichlésungen
PMSF
Phenazinethosulfat
Phenosafranin
Pyrogallol
Resorufin

RotiBlue
Rubidiumchlorid
Safranin T
Salzsdure
Schwefelsdure

SDS

Sorbitol

TAPS

TEMED

TCA

Tetracyclin

TRIS

Triton X-100
Trypton
L-Tryptophan
TWEEN 20

Uracil
Yeast-nitrogen-base
Zinkacetat-Dihydrat

Wasserstoffperoxid

Werner BioAgents
Roth

Roth

Roth
AppliChem
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth

Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Fluka

Roth

Roth

Roth
AppliChem
Sigma Aldrich
AppliChem
AppliChem
Serva
AppliChem
Sigma

Sigma Aldrich
Sigma
Formedium
Sigma Aldrich

AppliChem
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2.4 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von Metabion bezogen und lagen
entsalzt und lyophilisiert vor. Ab einer Lange von > 50 Basen wurden sie HPLC-gereinigt
bestellt. Die Primer wurden gemaR Herstellerangaben in dem entsprechenden Volumen
autoklaviertem H;04q gelost, um eine 100 uM Losung zu erhalten. Als Gebrauchslosung
wurden 1:10 Verdiinnungen der Stammldsung verwendet.

Die in Tabelle 2-1 genannten Oligonukleotide zur Durchfiihrung des Austausches eines
Gens mittels homologer Rekombination und wurden nach der Methode von Janke et al.
entworfen. Sie zeichnen sich durch ihr 20 Basen langes 3‘-Ende aus, das zu jenem
Fragment komplementar ist, das mittels PCR amplifiziert und im Anschluss inseriert
werden soll. Die 5°-Seite hat eine Lange von 50 Basen und ist komplementar zu dem
genomischen Bereich, der deletiert oder ersetzt werden soll (Janke et al., 2004). Die 50
Basen flankieren somit den zu dndernden Bereich.

Tabelle 2-1: Primer zur Herstellung der Asod2, W303 HIS3* und HIS3_BY4742 Stamme

Name Sequenz (5->3’) PCR-Template

AAA GGA ACG AAA CCC
TGA TTG ATA ACT ATA CCT
Delta_Sod2_for CCT AAA AAC GTA CCA AGT pYM15_6HA_His
GGA ACG ATC ATT CAA
GAG ATCC
CTTTCTTTCTTC AGATCT
TGC CAG CAT CGA ATCTTC _
Delta_Sod2_rev pYM15_6HA_His
TGG ATG CTT CTT TCC ATC
GAT GAATTC GAG CTCG
GGTTTC TGG ACC ATATGA
His3_179for TAC ATG CTCTGG CCAAGC gDNA W303
ATT CCG GCT GG
CCTTTT TAC TCC ACG CAC

His3_179rev GGCCCCTAG GGCCTCTIT gDNA W303
AAA AGCTTG ACC GAG AG
TGG TAA CTA GTA TGA CAG
His3_for gDNA W303 HIS3*

AGC AGA AAG CCCTAG

. ATG GTA GGATCCTACATA
His3_rev gDNA W303 HIS3*
AGA ACACCTTTG GTG

Zur Uberpriifung der homologen Rekombination werden spezifische Primer aus Tabelle
2-2 verwendet.
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Tabelle 2-2: Primer zur Uberpriifung der homologen Rekombination

Name
Delta_Sod2_chck1
Delta_Sod2_chck2

Sequenz (5°=>37)
CAA GCT AGCTACAGC GAT TGC
CCT GGT GGT GAG TTA ATCTGG

Zur klassischen Klonierung verwendete Primer sind in Tabelle 2-3 gelistet. Die Gestaltung
ATGGTA-
Restriktionsschnittstelle—20-25 Nukleotide zur Hybridisierung des Primers an die Ziel-

wurde in der Regel nach folgendem Prinzip durchgefiihrt:

DNA. Die Restriktionsschnittstelle ist hervorgehoben.

Tabelle 2-3: Oligonukleotide zur klassischen Klonierung

Name

Sequenz (5°->37)

zur Klonierung von

Aim32_NP_Sacl

Aim32_Term_BamHI

Apd1l_NP_Sacl

Apdl Term_BamHI

Apdl_Spel

Aim32_Spel

Apd1_Ncol

Apd1_Sall

Apd1l _Thecur_
Ncol_for

Apdl Thecur_
Sall_rev
Apdl_Thecur_
BamHI for

Tcur_Apd1_Sacll_for

Tcur_Apdl_

BamHI_ref

ATG GTA GAG CTC CTT TAG
ACCCGG GG TATG

ATG GTA GGA TCC ATT CAT
CGATATGCCACCTCTG

ATG GTA GAG CTC CTG CTG
GGCTTG TAATCATTG

ATG GTA GGA TCC CCA GCT
TTG ATATTT CTT AAT ACA
GC

ATG GTA ACT AGT ATG GCT
TTTTTG AAT ATT TTC AAG
C

ATG GTA ACT AGT ATG CTA
CGT ATA ACT GTC AAA AC

ATG GTACCATGG CTTTTT
TGAATATTT TCA AGC

ATG GTA GTC GAC TAC CAG
CTTTGATATTTICTTAATAC

ATG GTA CCA TGG GCC GTA
CCAGCCATT GTG

ATG GTA GTC GAC TTA AAC
CAG GGCTGC ACG ATT

ATG GTA GGA TCC GAT
GAG CCGTACCAG CCATT

ATG GTA CCG CGG TCA TGA
GCC GTA CCA GCCATT

ATG TGA GGA TCC TTA AAC
CAG GGCTGC ACG ATT

4265pAim32_myc

426npAim32_myec,
4261pnAim32_myc

426npApd1_myc,

426npApdl_myc, 4261prApdl_myc

426TDHApd 1_myc, 426TDH3 HA_Apd 1

4261prAim32_myc

pETDuetl_Ncol_ScerApdl

pETDuetl_Ncol_ScerApdl,
4267p13HA_Apdl

pETDuetl Ncol TcurApdl

pETDuetl Ncol TcurApdl,
pETDuetl BamHI_TcurApdl

pETDuetl BamHI_TcurApdl

IBA102_TcurApdl

IBA102_TcurApdl



32

Materialien

Aim32_Scer_Ndel

Aim32_Scer_Sall

Apdl_Scer_Ndel

Apdl_Scer_Sall

Scer_Aim32_Kpnl

TC_Apd1l_Spel for

TC_Apdl Xhol_1 rev

TC_Apdl Xhol_2 rev

ATG GTA CAT ATG CTA CGT
ATA ACT GTC AAA AC

ATG GTAGTCGACTTA ATT
CAT CGA TAT GCCACCTCT
G

ATG GTA CAT ATG GCT TTT
TTG AATATTTTCAAGC

ATG GTAGTCGACTTA CCA
GCTTTG ATATTT CTT AAT
AC

ATG GTA GGT ACC ATG CTA
CGT ATA ACT GTC AAA AC

ATG GTA ACT AGT ATG AGC
CGT ACCAGCCATTGTG

ATG GTA CTC GAG TTA AAC
CAG GGCTGCACGATTC

ATG GTA CTC GAG AAC
CAG GGCTGC ACG ATT CAG

pMal_Aim32

pMal_Aim32,
pET28aTS_TS_Kpnl_Aim32

pMal_Apd1

pMal_Apd1

pET28aTS_TS_Kpnl_Aim32

426FBA, 426FBALeulCT

426FBA

426FBALeulCT

Wurde eine Klonierung mit Hilfe des NEBuilder Hifi DNA Assembly Kits durchgefiihrt,

gestaltete sich das Design der Primer nach einem anderen Schema. Tabelle
beinhaltet Primer, die nach Vorgabe der Herstellerfirma abgeleitet wurden.
Nukleotide am 3‘-Ende dienten zur Hybridisierung mit dem DNA-Template

2-4
25
Zur

Amplifikation und 25 Nukleotide am 5‘-Ende waren identisch mit der Sequenz des

verwendeten Vektors an der Stelle wo das Gen eingefiigt werden soll. Zur Uberpriifung

des Erfolges der Klonierung wurden Restriktionsschnittstellen zwischen Gen- und

Vektorsequenz eingebaut.

Tabelle 2-4: Primer zur Klonierung mit dem NEBuilder Hifi DNA Assembly Kit.

Name

Sequenz (5°->37)

zur Klonierung von

pET28a_Kpnl_Apdl_for

pET28a_Kpnl_Apdl_rev

AAACTT GTATTT CCA
GGG CGG TAC CAT GGC
TTTTTT GAATAT TTT CAA
GC

GAG TGC GGC CGC AAG
CTT GTCGAC TTA CCA
GCTTTG ATATTT CTT AAT
AC

pET28aTS_TS_Kpnl_Apdl

pET28aTS_TS_Kpnl_Apdl

Zur ortsspezifischen Mutagenese verwendete Primer sind in Tabelle 2-5 aufgelistet.

Diese Oligonukleotide sind nach Zheng et al. designt. Sie bestehen aus einem ca. 20

Basen langen komplementaren Bereich, der die gewliinschte Mutation in der Mitte



33
Materialien

beinhaltet, sowie einem ca. 10 Basen langen Uberhang an der 3‘-Seite, der die
Hybridisierung mit dem Template gewahrleistet (Zheng et al., 2004).

Tabelle 2-5: Oligonukleotide zur Mutagenese.

Name Sequenz (5°->3)

Zur Mutagenese von pET28a_TS_TEV

Ndel_Kpnl_for TTT CCA GGG CGG TAC CGC TAG CAT GACTGG TGG
Ndel_Kpnl_rev GCT AGC GGT ACC GCC CTG GAA ATACAAGTTTTC

Zur Mutagenese von pMAL_c5X

PMAL_c5X_TEV_for = CAA CGA GAATCT GTA CTT CCA AGG CATTTCACATATGTCC
pPMAL_c5X_TEV_rex  AAT GCCTTG GAA GTA CAGATT CTCGTT GTTATT GTTATT G

Zur Mutagenese von IBA102_TcAAH

IBA_TS_TcApdl_f AAG AGA ACCTGT ACT TTC AAG GGA GCCGTACCAGCCATTG
IBA_TS_TcApdl_r CTCCCT TGA AAGTACAGG TTCTCTTTT TCG AACTGC GGG

Zur Mutagenese von 426¢spHiss_ TS Apdl

FBA_TS_Hiss_Apd_f CATCACCATCACCCAACGACCGAAAACTTG
FBA_TS_Hiss Apd_r TCGTTGGGTGATGGTGATGATGATGATGATGG

Zur Mutagenese von Apdl

H66A_for AGCTGA AACTCCTTT GTT GAACTCTTCTAA AAC
H66A_rev CAA CAA AGG AGT TTC AGCTTC GAT CTT TAG
H80A_for AAT TGC CTT CGT TGT CCC CAC CTC TCA AAT CG
H80A_rev TGG GGA CAACGAAGG CAATTTTTG GCG TTT TAG
H92A_for AGG CTG ATG CCT GCCTCG AGG ACC CAA AGT CAG
H92A_rev CTC GAG GCA GGCATCAGCCTG CCAATCGATTTG
H209A_for GTT CAG CTA CTA CGA GGG ATA AAC GAT GC
H209A_rev CCT CGT AGT AGC TGA ACA TAT AAATAC AAATGC
H234A_for TAC AGG AAG CTG GGC TGT ATA GGG ACA ATT CGG
H234A_rev ATA CAG CCCAGCTTCCTG TAATTT ACT GTC
H255C_for TGT TAATTG TGT TGG TGG TCA CAA ATT TGC TGC
H255C_rev CAC CAA CAC AAT TAACAAATG CAATITTGA CAC
H259C_for ATG TTG GTG GTT GCA AATTTG CTG CAAATG TTC
H259C_rev AAATTT GCA ACC ACC AACATG ATT AACAAATGA
H292A_for GTC GAA GCT CTG ATT GTT CCT GAA GAA CCA ACG
H292A_rev GGA ACA ATC AGA GCT TCG ACA ATA GAA GGA AC
HH255_9CC_for AAT TGT GTT GGT TGC AAA TTT CGT GCA GCA AAT GTT

HH255_9CC_rev GCA ACCACCAACACAATT AACAAATGCAATTTT GAC
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HH255_9AA_for
HH255_9AA_for
C33A_for
C33A_rev
C44A_for
C44A_rev
C48A_for
C48A_rev
C95A_for

C95A rev

C110A for
C110A_rev
C128A for
C128A_rev
C309A for
C309A_rev
CC44_8AA_for
CC44_8AA rev
CC207_16AA_for *
CC207_16AA_rev*
S208A_for
S208A_rev
NT_D1_for
NT_D3_rev
NT_D3 for_new
NT_D3_rev_new
NT_D6_for new
NT_D6_rev new
NT_W136A_for
NT_W316A_rev
Cycl_D1_for
Cycl_D1_rev
Cycl_D4_for
Cycl_DA4_rev

AAT GCT GTT GGT GGT GCC AAATTT GCT GCA AATGTTC
GGCACCACCAACAGCATT AACAAATGCAATTTT GACAC
CGATTA AGA TAG CCA AAAGTG ACGATG CTG C
TTTTGG CTATCT TAATCG ATT GAG AAATTT CC
AAC ATA GCG CCT CTG GTG ATT GCA AAA CAG

CAC CAG AGG CGCTAT GTT CGT TAG CAG CAT CG
GTG ATG CCA AAA CAG AAATTG AAG AAG GAG AGC
AATTTCTGT TTT GGC ATC ACC AGA GCA GCT ATG
GAT GCC GCC CTC GAG GAC CCA AAG TCA GTA CAG
GGG TCCTCG AGG GCG GCATCATGC TGC CAATCG
CAG TGG GCT GAT AAG AAT TCA GCT AAATTT TCC
GAATTCTTATCA GCCCACTGG GAAATTTTATAC
CAA GAC ACT AAACGCTGCAGT TTCATCTTT ACC
ACT GCAGCG TTT AGT GTCTTG CCT GTG CCC ACG
AAA GTT CGC GCT ATT AAG AAATAT CAA AGC TGG
TTCTTA ATA GCG CGA ACT TTT TCG GGA AAC GGC
GCG CCT CTG GTG ATG CCA AAA CAG AAATTG AAG
GGC ATC ACC AGA GGC GCT ATG TTC GTT AGC AGC
AAA CGA GCC GGC ATT ACG GCA CCCTAT TTA AAG
CGT AAT GCC GGC TCG TTT ATC CCT CGT AGT ATG
ATA TGT GCA CAT ACT ACG AGG GAT AAACGATGC
CTC GTA GTATGT GCA CAT ATA AAT ACA AAT GC
AAG CTG ACT AGT GTT GGC CAG CAA AAT ACA ATC
TGG CCA ACACTAGTCAGCTTT GAT ATT TCT TAA
AAG AAA TAT TGA CTA GTG TAA AGG TTG GCC AGC
TAC ACT AGT CAATATTTC TTA ATA CAG CGA AC
GTATTT AGA GCT CTC AAA GCT GGT AAA GGT TGG
CTT TGA GAG CTC TAAATA CAG CGAACTTTT TCG
GCG CGT GAC TAG TGG CCA GCA AAATACAATC
GCT GGC CACTAG TCACGC GCTTTG ATATTTC

CTG ATAGTC GAC CTC GAG TCATGT AAT TAG
GACTCG AGG TCG ACT ATCAGCTTT GAT ATTTC
ATA GTA AAG CTG GTAGTCGACCTCGAGTCATG
TCG ACT ACCAGCTTT ACT ATT TCT TAATAC
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Zur Mutagenese von Aim32

C38A for
C38A_rev
C40A_for
C40A_rev

C213A for
C213A_rev

C222A for
C222A_rev

C291A for
C291A_rev

H62A for

H62A rev

H90A for
H90A_rev

H215A for
H215A rev
H249A_for
H249A_rev
H253A_for
H253A_rev
H249C for

H249C _rev
H253C for
H253C_rev
HH249 53CC_for
HH249 53CC_rev
M1A_for
M1A_rev
M1A_T5M_for **
M1A_T5M_rev **
M1A_A13M_for**
M1A_A13M_rev**
M1A_I122M_for**

ATC AAA CAA ACG CTT ATT GCC AAG AAATAA ACG
GCAATAAGCGTTTGT TTG ATC ATT TTG AGC ACG
CAA ACA AACTGT TAT GCC CAA GAA ATA AACGC
TGG GCATAACAG TTITGTTTGATCATTT TGA GC
ACT TAG TCG CTG GGC ATT ATAAGA GAG ATG C
AAT GCC CAG CGA CTAAGT TCCAATCTCTTAG
GAG ATG CTA AGG CTG GAG AAATGG GAC CCG AC
TTCTCCAGC CTT AGC ATCTCT CTT ATA ATG CCC
GAA GCT GTT AGC TGA AAA CTT GGA AAA CGG
TTT TCA GCT AACAGC TTC AAG TTG TGT GGG
ATCCTG CTATCA AGCTTC CTC ATAGAA CGCCC
GGA AGC TTG ATA GCA GGATCT AAT GGATCA G
ATG CTA ATT TGG ATA CTA ATACAAATCGGCC
ATT AGT ATC CAA ATT AGCATT CCATGCTACC
GGG GCT TAT AAG AGA GAT GCT AAG TGT GG

CAT CTC TCT TAT AAG CCC CAC AGA CTAAG

CTT AATTTCTGC TATTGG GGG TCATATTTT TGC
CCC AAT AGC AGA AAT TAA GGC TAG ATT ATT CTC
TATTGG GGG TGCTAT TTT TGC TGG TAATGT C
AAA AAT AGC ACC CCC AAT ATG AGA AAT TAA GG
CTTAATTTCTTG CATTGG GGG TCATATTTT TGC
CCC AAT GCA AGA AAT TAA GGCTAG ATT ATT CTC
TATTGG GGG TTG CATTTITTGC TGG TAATGTC
AAA AAT GCA ACC CCC AAT ATG AGA AAT TAA GG
CTTGCATTIG GGG GTTGCATITTIGCTIG G

TGC AAC CCC CAATGC AAG AAATTAAGGC

AAA GCG CTA CGT ATA ACT GTC AAA ACT TTG CAG
ACA GTT ATACGT AGCGCTTTATTITTTITGTGTCA G
TAT AAT GGT CAA AACTTT GCA GCA GCG GGC ATC
GCAAAG TTT TGA CCATTATAC GTAGCG CTT TAT
ATG TCCTTC CAT CAT AGCTTC AAA CAT ATT AGC
GCT ATG ATG GAA GGACATCCG CTG CTG C

CAT ATG AGC GTT CCT GAT CTT CAT ACCCGT GC
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M1A_122M_rev**

AGA TCA GGA ACG CTCATATGT TTG AAG CTATG

Zur Mutagenese von TcAAH

C7A_for
C7A_rev
C10A_for
C10A_rev
C20A_for
C20A_rev
C146A for
C1l46A_rev
C154A for
C154A_rev
C155A for
C155A_rev
C191A for
C191A_rev
C287A_for
C287A_rev
C291A_for
C291A_rev
H179A for
H179A rev
H179C for
H179C_rev
D183A for
D183A rev
D183H_for
D183H_rev
D183C_for
D183C_rev
D183E_for
D183E_rev

D183H H179A_for #
D183H H179A rev #

TGCTGATCATTG TGT TGG TAG CCATAC CGG

TAC CAA CAC AAT GAT CAG CAT GGCTGG TACG
TGCTGT TGG TAG CCATACCGG TGAACG TAG C
CGG TAT GGC TAC CAA CAG CAT GAT CAC AAT GG
CGC TCT GGC AAC CGC CACCGC AACCGCACGTAG
CGG TGG CGG TTG CCA GAG CGC TAC GTT CACC
GGT TGC TACACATGG TAAACG TAATGCATG TTG
GTT TAC CAT GTG TAG CAACCAGCAGCAGCGG
CAG CTT GTG CACGTT ATG GTG CTC CGC TGG CAC
ACC ATA ACG TGCACAAGCTGCATT ACG TTT ACC
GTG CTG CAC GTT ATG GTG CTC CGC TGG CACGC
AGC ACCATA ACG TGC AGC ACATGCATT ACG
GGCTCT GCCGCATGG TCT GTATTATGG CGATC
ACA GAC CAT GCG GCAGAG CCACCAGATTTIGC
ATG CTG AAC CGG GTT GTC AAG AAAATGTTCG
TTG ACAACCCGG TTCAGC ATC ATG CAC CGG

TGC TCA AGA AAATGT TCG TAG CTATGT TGT TCG
TAC GAA CATTTT CTT GAG CAC CCG GTT CAC

CAG CTGTTG GTG GTG ATC GTT ATG CAG CAA ATC
ACG ATC ACCACC AACAGC TGT GGT TTC CCA AAC
CAT GTG TTG GTG GTG ATC GTT ATG CAG CAA ATC
ACG ATC ACCACC AACACATGT GGT TTC CCA AAC
GTG CTC GTT ATG CAG CAA ATCTGG TGT GTC TGC
ATT TGC TGC ATA ACG AGCACCACCAACATG TG
GTC ATC GTT ATG CAG CAAATCTGG TGT GTC TGC
ATT TGCTGC ATA ACG ATG ACCACCAACATG TG
GTT GTC GTT ATG CAG CAAATCTGG TGT GTCTGC
ATT TGCTGC ATA ACG ACAACCACCAACATG TG
GTGAACGTTATGCAGCAAATCTGGTGTGTCTGC
ATTTGCTGCATAACG TTCACCACCAACATG TG
CAG CTGTTG GTG GTC ATC GTT ATG CAG CAA ATC
ACG ATG ACCACCAACAGCTGT GGTTTCCCAAACC
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*Ausgangsplasmid muss die Mutation C207A enthalten.

**Ausgangsplasmid muss die Mutation M1A enthalten.

# Ausgangsplasmid muss die Mutation D183H enthalten.

Zur Uberpriifung der Klonierungen oder Mutagenesen wurden die in Tabelle 2-6

gelisteten Primer flr die DNA-Sequenzierung verwendet.

Tabelle 2-6: Sequenzierprimer.

Name Sequenz (55> 37)

pET upl ATG CGT CCG GCG TAGA

pET downl GAT TAT GCG GCC GTG TAC AA
T7_for TAATACGACTCACTATAG G
T7 _rev TGCTAGTTATTG CTC AGC GG
IBA102_for TAATAC GACTCA CTATAG GG
IBA102_rev TAG TTATTG CTC AGC GGT GG
pRS4xx_Sacl GGA TAA CAATTT CACACA GG
Cyc-50_rev GGA CCTAGACTTCAGGTTG

426TDH3_new
pRS4xx_SeqTerm
FBAprom_seq-50
FBAterm_seq
Apdl_-201
Apdl_seq
Apdl_seq_rev
Apdl_term
Aim32_-106
Aim32_seq
Aim32_seq_rev
Aim32_term
TcAAH_seq
TcAAH_seq_rev
M13_for

Gal_seq

GTA GGT ATT GAT TGT AATTCT G
CAC GAC GTT GTAAAACGACG
GTTATTGTTCTT CCTTGC G

CTT CAG AAG AAA AGA GCC GAC
CCACTCTTG GCG CTG ATG ATATC
GTG ACG ATG CTG CTA ACG

GGC GTT TTA GAA GAG TTC AA
GCA AAA GGG ATCCTG TATTTC
CCTTTTTCG TGC ATG CGG GTG
TTG CCA AGA AAT AAA CGC AAG GC
CAC CCG GTG ATAACAGCAAAAC
GTTCTGACTTCGTTGATT GTT TG
GGT GTT CGT GCA GAA GTT GC
TGC CAG CGG AGCACCATAAC
GTT TTA CAA CGT CGT GACTGG G
CTG CAT AACCACTTT AAC

2.5 Synthetische Gene

In dieser Arbeit wurde ein synthetisches Gen (TcAHH), bezogen von Thermo Fisher, aus

dem Organismus T. curvata verwendet. Es handelt sich um ein doppelstrangiges, lineares
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DNA-Fragment, das Kodon-optimiert zur Expression in E. coli bestellt wurde. Zur
Amplifikation mittels PCR wurde es als Template nach den Herstellerangaben
vorbereitet. Die Sequenz des Gens kann dem Anhang entnommen werden.

2.6 Plasmide

Tabelle 2-7 gibt eine Ubersicht aller in dieser Arbeit verwendeten Ausgangsplasmide
wieder. Zur Expression in Hefe wurden Vektoren der Serie pRS4xx (im Folgenden 4xx)
verwendet. Die 41x-Plasmide sind zentromerisch und liegen nur mit einer Kopie in der
Die 42x-Plasmide sind hoch-
Kopiezahlplasmide und liegen mit einer Anzahl von 10-30 Kopien in der Zelle vor

Zelle vor. leiten sich vom 2 pum-Plasmid ab,
(Mumberg et al., 1995). Die Expression der Gene auf Plasmiden in Hefe unterlag
vorwiegend der Kontrolle des natiirlichen Promotors (NP). Hierfiir wurde vor das zu
untersuchende Gen ca. 500 Basen der vorhergehenden gDNA miteingefiihrt. Des
Weiteren wurden neben dem typischen Hefepromotoren TDH3 (Glyceraldehyd-3-
MET25
Sulfhydrylase) auch der in unserem Arbeitskreis etablierte FBA1-Promotor (Fructose-1,6-

phosphat-Dehydrogenase) und (O-Acetyl-homoserin-/  O-Acetylserin-
bisphosphat-Aldolase) zur Anwendung gebracht (Bechtel, 2015). Als auxotropher Marker
diente in allen Fallen URA3 (Orotidin-5'-phosphat-Decarboxylase). Zur Selektion in E. coli
wurden die Resistenzgene gegen die Antibiotika Ampicillin (Amp), Kanamycin (Kan) oder
Tetracyclin (Tet) genutzt. Um den Fe/S-Cluster Einbau wahrend der heterologen
Genexpression in E. coli zu unterstiitzen, wurde mit dem Zusatzplasmid pRK-ISC

gearbeitet.

Tabelle 2-7: Verwendete Ausgangs- und leer Plasmide.

Name Beschreibung Promotor Marker Quelle
p416_MET25 ohne Insert MET25 AmpR, Mumberg
URA3 etal., 1995
426_TDH ohne Insert TDH3 AmpF, Mumberg
URA3 etal., 1995
426 _FBA ohne Insert FBA1 AmpR, Bechtel, 2015
URA3
426¢spLeulCT ohne Insert, mit C- FBA1 AmpR, Bechtel, 2015
terminaler Verlangerung URA3
um 30 AS des S. cerevisiae
Leul-C-Terminus
pYM15 zur  Amplifikation der AmpR, Janke
HIS3MX6-Kassette HIS3MX6 et al., 2004
pRK-ISC ein Plasmid, das auf 77 Tet® Nakamura
pRK415 basiert. Es enthalt etal., 1999

Sequenzen, die fur
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Komponenten der ISC-
Maschinerie kodieren

pETDuet-1 E. coli- T7 AmpF Novagen
Expressionsplasmid;

Hise-Tag

IBA102 E. coli- T7 AmpR IBA-
Expressionsplasmid; lifesciences
Twin-Strep-Tag

pET28aTS_TEV E. coli- T7 Kan® B. Martins
Expressionsplasmid; (Humboldt-
Twin-Strep-Tag Universitat zu

Berlin)
pET28aTS_TEV_Kpnl E. coli- T7 Kan® diese Arbeit

Expressionsplasmid;
Twin-Strep-Tag

pMAL_c5X E. coli- T7 AmpR New England
Expressionsplasmid; Biolabs Inc.
MBP-Tag

pMAL_c5X_TEV E. coli- T7 AmpR diese Arbeit
Expressionsplasmid; MBP-
Tag

426¢pHiseTS_Apdl  S. cerevisiae Apd1l, N- FBA1 AmpR, diese Arbeit
terminaler Hisg-Tag und URA3

TEV-Spaltstelle

In Tabelle 2-8 sind alle Plasmide gelistet, die zur Expression in Hefe genutzt wurden.

Tabelle 2-8: Plasmide zur Expression in S. cerevisiae.

Name Beschreibung Promotor Marker Quelle

416npApdl S. cerevisiae Apd1 APD1 AmpR, Blinn, 2014
URA3

416npApdl C33A S. cerevisiae Apdl, C33A APD1 AmpF, diese Arbeit
URA3

416n5pApdl C44A S. cerevisiae Apd1, C44A APD1 AmpR, diese Arbeit
URA3

416npApdl C48A S. cerevisiae Apd1, CABA APD1 AmpR, diese Arbeit
URA3

416npApdl C95A S. cerevisiae Apdl, C95A APD1 AmpR, diese Arbeit
URA3

416npApdl1 C110A S.  cerevisine Apdl, APDI1 AmpR, diese Arbeit

C110A URA3
416npApdl C128A S.  cerevisine Apdl, APDI1 AmpR, diese Arbeit

C128A URA3
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416npApdl C207A S.  cerevisiane Apdl, APDI1 AmpR, Blinn, 2014
C207A URA3
416npApdl C216A S.  cerevisine Apdl, APDI1 AmpR, Blinn, 2014
C216A URA3
416npApd1 C309A S.  cerevisine Apdl, APDI1 AmpR, diese Arbeit
C309A URA3
416npApd1 HE6A S. cerevisiae Apdl, H66A APD1 AmpR, diese Arbeit
URA3
416npApdl H80A S. cerevisiae Apdl, H80A APD1 AmpF, diese Arbeit
URA3
416npApdl H92A S. cerevisiae Apdl, H92A APD1 AmpF, diese Arbeit
URA3
416npApd1 H209A S.  cerevisiae Apdl, APDI1 AmpR, diese Arbeit
H207A URA3
416npApd1 H255A S.  cerevisiae Apdl, APDI1 AmpR, Blinn, 2014
H255A URA3
416npApdl H259A S.  cerevisione Apdl, APDI AmpF, Blinn, 2014
H259A URA3
416npApd1 H292A S.  cerevisiae Apdl, APDI1 AmpR, diese Arbeit
H292A URA3
416npApd1 H255C S.  cerevisiae Apdl, APDI1 AmpR, diese Arbeit
H255C URA3
416n5pApd1 H259C S.  cerevisine Apdl, APDI1 AmpR, diese Arbei
H259C URA3
416npApdl HH255 9AA S cerevisiae Apdl, APD1 AmpR, diese Arbeit
HH255_9AA URA3
416npApdl HH255 9CC  S. cerevisiae Apdl, APD1 AmpR, diese Arbeit
HH255_9CC URA3
416npApdl S208A S.  cerevisione Apdl, APDI1 AmpF, diese Arbeit
S208A URA3
416n5pApdl Al S. cerevisiae Apd1, APD1 AmpR, diese Arbeit
C-terminal um 1 AS URA3
gekirzt
416npApdl A3 S. cerevisiae Apd1, APD1 AmpR, diese Arbeit
C-terminal um 3 AS URA3
gekiirzt
416npApdl A6 S. cerevisiae Apd1, APD1 AmpR, diese Arbeit
C-terminal um 6 AS URA3
gekiirzt
416npApd1 W316A S. cerevisiae Apd1, APD1 AmpR, diese Arbeit
W316A URA3
426ps0Apdl S. cerevisiae Apd1, FBA1 AmpR, diese Arbeit
N-terminaler Hiss-Tag URA3

und TEV-Spaltstelle
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426FBAApd 1A1

426FBAApd 1A3

426FBAApd 1A4

426FBAApd 1A5

426FBAApd 1A6

426FBAApd 1A7

426¢0Apd1 W316A

426rs0Apd1_myc

426TDHApd1

4267p4Apdl 3HA

4267p1Apdl 3HA Al

4267o4Apd1 3HA A4

426154Apd1 3HA A7

416npAIM32

416npAiM32 C38A

416npAim32 C40A

416npAim32 C123A

416npAim32 C222A

S. cerevisiae Apd1,
N-terminaler Hiss-Tag
und TEV-Spaltstelle, Al
S. cerevisiae Apd1,
N-terminaler Hiss-Tag
und TEV-Spaltstelle, A3
S. cerevisiae Apd1,
N-terminaler Hiss-Tag
und TEV-Spaltstelle, A4
S. cerevisiae Apd1,
N-terminaler Hiss-Tag
und TEV-Spaltstelle, A5
S. cerevisiae Apd1,
N-terminaler Hiss-Tag
und TEV-Spaltstelle, A6
S. cerevisiae Apd1,
N-Terminaler Hisg-Tag
und TEV-Spaltstelle, A7
S. cerevisiae Apd1,
N-terminaler Hiss-Tag
und TEV-Spaltstelle,
W316A

S. cerevisiae Apdl,
C-terminaler Myc-Tag
S. cerevisiae Apd1,
C-terminaler Myc-Tag
S. cerevisiae Apd1,
N-terminaler HA-Tag

S. cerevisiae Apd1, Al,
N-terminaler HA-Tag

S. cerevisiae Apd1, A4,
N-terminaler HA-Tag

S. cerevisiae Apd1, A7,
N-terminaler HA-Tag

S. cerevisiae Aim32

S. cerevisiae Aim32,
C38A

S. cerevisiae Aim32,
C40A

S. cerevisiae Aim32,
C123A

S. cerevisiae Aim32,
C222A

FBA1

FBA1

FBA1

FBA1

FBA1

FBA1

FBA1

FBA1

TDH3

TDH3

TDH3

TDH3

TDH3

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AmpR, Greth, 2018
URA3

AmpR, Greth, 2018
URA3

AmpR, diese Arbeit
URA3

AmpR, diese Arbeit
URA3

AmpR, Greth, 2018
URA3

AmpR, diese Arbeit
URA3

AmpR, diese Arbeit
URA3

Amp", diese Arbeit
AmpR, diese Arbeit
AmpR, diese Arbeit
AmpR, diese Arbeit
AmpR, diese Arbeit
AmpR, diese Arbeit
AmpF, Blinn, 2014
AmpR, diese Arbeit
Amp"*, diese Arbeit
AmpR, diese Arbeit

Amp", diese Arbeit
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416npAim32 C222A

416n,AiM32 C291A

416n,AIM32 HE2A

416npAim32 HE2A

416n,AiM32 HO0A

416nxpAim32 H215A

416npAim32 H249A

416npAim32 H253A

416npAiM32 H249C

416npAim32 H253C

416npAIM32

HH249_53CC

426npAiM32

426npAim32 M1A

426n,AIM32 M1A TSM

426n,AiM32 M1A A13M

426npAim32 M1A 122M

426TDHAim32

426|v|et25Aim32

426FBATCAAH

426rATcAAH_LeulCT

S. cerevisiae Aim32,
C222A

S. cerevisiae Aim32,
C291A

S. cerevisiae Aim32,
H62A

S. cerevisiae Aim32,
H62A

S. cerevisiae Aim32,
H215A

S. cerevisiae Aim32,
H215A

S. cerevisiae Aim32,
H294A

S. cerevisiae Aim32,
H253A

S. cerevisiae Aim32,
H294C

S. cerevisiae Aim32,
H253C

S. cerevisiae Aim32,
HH249_53CC

S. cerevisiae Aim32,
C-terminaler Myc-Tag
S. cerevisiae Aim32,
M1A,

C-terminaler Myc-Tag
S. cerevisiae Aim32,
M1A T5M,
C-terminaler Myc-Tag
S. cerevisiae Aim32,
M1A A13M,
C-terminaler Myc-Tag
S. cerevisiae Aim32,
M1A 122M,
C-terminaler Myc-Tag
S. cerevisiae Aim32,
C-terminaler Myc-Tag
S. cerevisiae Aim32,
C-terminaler Myc-Tag
T. curvata Apd1l

T. curvata Apd, mit C-
terminaler
Verlangerung um 30 AS

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

AIM32

TDH3

Met25

FBA1

FBA1

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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des S. cerevisioe Leul-

C-Terminus

426raTcAAH D183H T. curvata Apd1, D183H FBA1 AmpR, diese Arbeit
URA3

426paTcAAH D183A  T. curvata Apdl, D183A FBA1 AmpF, diese Arbeit
URA3

426pATcAAH D183H  T. curvata Apdl, D183H, FBA1 AmpR, diese Arbeit

C146A C146A URA3

426rsaTcAAH D183H T. curvata Apd1, D183H, FBA1 AmpR, diese Arbeit

C154A C154A URA3

426rsaTcAAH D183H T. curvata Apd1, D183H, FBA1 AmpR, diese Arbeit

C155A C155A URA3

426gaATcAAH D183H  T. curvata Apdl, D183H, FBA1 AmpR, diese Arbeit

H179A H179A URA3

Die zur heterologen Genexpression in E.coli verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2-9
aufgelistet. In dieser Arbeit wurde die Geninduktion durch den T7lac-Promotor
eingeleitet, der durch die T7-RNA-Polymerase aktiviert wird. Im Folgenden wird fir
pETDuet-1 die Abkilirzung pD1 verwendet.

Tabelle 2-9: Plasmide zur Expression in E. coli .

Name Beschreibung Promotor Marker Quelle

pD1_Ncol Apdi S. cerevisiae Apd1 77 AmpR diese Arbeit

pET28A_TS_TS_Kpnl_Apdl S. cerevisiae Apd1l, T7 Kan® diese Arbeit
Twin-Strep-Tag, TEV-
Spaltstelle

pET28A_TS_TS_Kpnl_Aim32 S. cerevisiae Aim32, T7 Kan® diese Arbeit
Twin-Strep-Tag, TEV-
Spaltstelle

pD1_Aim32 S. cerevisiae Aim32, T7 Amp® Stegmaier,
Hise-Tag 2017

pD1_Aim32 C213A S. cerevisiae Aim32 77 AmpR diese Arbeit
C213A, Hise-Tag

pD1_Aim32 C222A S. cerevisiae Aim32 77 AmpR diese Arbeit
C222A, Hise-Tag

pD1_Aim32 H249A S. cerevisiae Aim32 77 AmpR diese Arbeit
H249A, Hise-Tag

pD1_Aim32 H253A S. cerevisiae Aim32 77 AmpR diese Arbeit
C253A, Hise-Tag

pD1_Aim32 HH249 53CC S. cerevisiae Aim32 T7 AmpR diese Arbeit
HH249_53CC, Hise-Tag

pD1_BamHI_TcAAH T. curvata AAH, 77 AmpF diese Arbeit

Hise-Tag
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pD1_BamHI_TcAAH C146A

pD1_BamH|_TcAAH1 C154A

pD1_BamH|_TcAAH C155A

pD1_BamHI_TcAAH H179A

pD1_BamHI_TcAAH D183A

pD1_BamHI_TcAAH D183H

IBA102_TcAAH

IBA102_TcAAH C146A

IBA102_TcAAH C154A

IBA102_TcAAH C155A

IBA102_TcAAH H179A

IBA102_TcAAH D183A

pD1_Ncol_TcApdl
pD1_Ncol_TcApdl C7A
pD1_Ncol_TcApdl C10A
pD1_Ncol_TcApdl C20A
pD1 Ncol TcApdl C146A
pD1 Ncol TcApdl C154A
pD1 Ncol TcApdl C155A
pD1 Ncol TcApdl H179A
pD1_Ncol TcApdl D183A
pD1 Ncol TcApdl C191A
pD1_Ncol TcApdl C287A
pD1_Ncol_TcApdl C291A
pD1_Ncol_TcApdl H179C
pD1_Ncol_TcApdl D183H
pD1_Ncol_TcApdl D183C

T. curvata AAH C146,
Hise-Tag

T. curvata AAH C154A,
Hise-Tag

T. curvata AAH C155A
Hise-Tag

T. curvata AAH H179A,
Hise-Tag

T. curvata AAH D183A,
Hise-Tag

T. curvata AAH D183H,
Hise-Tag

T. curvata AAH,
Twin-Strep-Tag

T. curvata AAH C146A
Twin-Strep-Tag

T. curvata AAH C154A
Twin-Strep-Tag

T. curvata AAH C155A
Twin-Strep-Tag

T. curvata AAH H179A
Twin-Strep-Tag
T. curvata AAH D183A
Twin-Strep-Tag
T. curvata AAH

T. curvata AAH C7A

T. curvata AAH C10A
T. curvata AAH C20A
T. curvata AAH C146A
T. curvata AAH, C154A
T. curvata AAH C155A
T. curvata AAH H179A
T. curvata AAH D183A
T. curvata AAH C191A
T. curvata AAH C287A
T. curvata AAH C291A
T. curvata AAH H179C
T. curvata AAH D183H
T. curvata AAH D183C

77

T7

T7

77

T7

T7

T7

T7

T7

T7

T7

T7

T7
T7
T7
T7
T7
T7
T7
T7
T7
T7
T7
77
77
77
77

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
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pD1_Ncol_TcApdl D183G T. curvata AAHD183G T7 AmpR diese Arbeit

2.7 Puffer und L6sungen

Alle im Zuge dieser Arbeit angesetzten Puffer und Lésungen wurden, falls nicht anders
angegeben, mit H,0q4q4 angesetzt und der pH-Wert mit HCl oder NaOH eingestellt.

2.8 Bakterien- und Hefestimme

2.8.1 Bakterienstaimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in Tabelle 2-10 aufgelistet.
E. coli NEB5-a wurde zur Klonierung, Mutagenese und Vervielfaltigung von Plasmiden
eingesetzt. Flr den cDNA-Screen (s. Kap. 4.4) wurde E. coli NEB 10-B verwendet, da sich
diese Zellen durch eine hohere Transformationseffizienz groRer Plasmide auszeichnen.
Heterologe Genexpression wurde in E. coli BL21 durchgefiihrt. Diese Zellen tragen das
Gen T7-RNA-Polymerase unter der Kontrolle des lac-Promotors und sind fahig Plasmide
mit T7-Promotor durch Zugabe von IPTG zu induzieren.

Tabelle 2-10: E. coli Stamme.

Stamm Genotyp
NEB5-a fhuA2A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 p80A(lacZ)M15 gyrA96 relAl
endAl thi-1 hsdR17

NEB10-B A(ara-leu)7697 araD139 fhuA AlacX74 galK16 galE15 e14-
@80dlacZAM15 recAl endA1 nupG rpsL (Str?) rph spoT1 A(mrr-hsdRMS-
mcrBC)

BL21(DE) fhuA2[lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS

A DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 Gen 1) i21 Anin5

2.8.2 Hefestamme

Die verwendeten Hefestimme sind Tabelle 2-11 zu entnehmen. Als Wildtyp (WT) diente
in dieser Arbeit W303-1-A. Alle verwendeten oder konstruierten Hefestdmme wurden
mittels homologer Rekombination einer Uber PCR-amplifizierten Genkassette
angefertigt. Die Deletionsstimme Aapdl, Aaim32 und Aleul verfligen Uber eine
Genkassette, die die Information flir die Nourseothricin-N-acetyl-Transferase aus
Streptomyces noursei enthalt und sind somit gegenliber dem Antibiotikum
Nourseothricin (Nat) resistent. Zur Herstellung der Doppeldeletionsmutanten
Aaim32Asod2 und Aapd1Asod2 wurde das Gen SOD2 durch homologe Rekombination
einer HIS3-Kassette in den Einzeldeletionsmutanten ausgetauscht. Die HIS3-Stdamme
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wurden mit Hilfe homologer Rekombination eines kleinen DNA-Abschnitts, der den
Frameshift des his3-11,15 Allels zur Histidin- Prototrophie zuriickfiihrt, angefertigt.

Tabelle 2-11: S. cerevisiae Stamme in W303-Hintergrund .

Stamm Genotyp Referenz
W303-1-A MATa leu2-3, 112 his3-11, 15 trp1-1 can1-100 Thomas & Rothstein,
ade2-1 ura3-1 1989
Aapd1 W303-1-A apd1 :: natNT2 Blinn, 2014
Aaim32 W303-1-A aim32 :: natNT2 Blinn, 2014
Aleul W303-1-A leul :: natNT2 Ebert, 2014
W303 HIS3* W303-1-A his3 :: HIS3 diese Arbeit
Aapd1 HIS3* W303-1-A his3 :: HIS3, apd1 :: natNT2 diese Arbeit
Aaim32 HIS3* W303-1-A his3 :: HIS3, aim32 :: natNT2 diese Arbeit
Asod2 W303-1-A sod2 :: HIS3MX6 diese Arbeit
Aaim32Asod?2 W303-1-A sod2 :: HIS3BMX6, aim32 :: natNT2 diese Arbeit
Aapd1Asod2 W303-1-A sod2 :: HIS3MX6, apd1 :: natNT2 diese Arbeit
Gal_CFD1 W303-1A pCFD1 :: HIS3-pGAL1-10 Balk et al. 2005b
Gal_NAR1 W303-1A pNAR1 : :HIS3-pGAL1-10 Balk et al. 2004
Gal_CIA1 W303-1A pCIA1 :: HIS3-pGAL1-10 Balk et al. 2005b
GalL_CIA2 W303-1A pCIA2 :: HIS3BMX6-pGALL Greth, 2018
Gal_CFD1 Aleul Gal_CFD1, leul :: natNT2 Greth, 2018
Gal_NARI1 Aleul Gal_NAR1, leul :: natNT2 Greth, 2018
Gal_CIA1 Aleul Gal_CIAL, leul :: natNT2 Greth, 2018
GallL_CIA2 Aleul GallL_CIA2, leul :: natNT2 Greth, 2018
Gall_MET18 GalL_MET18, leul : :HIS3MX6 Greth, 2018

Aleul
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Des Weiteren wurden die in Tabelle 2-12 genannten Stimme verwendet:

Tabelle 2-12: Weitere S. cerevisiae-Stamme in BY4742-Hintergrund.

Stamm Genotyp Referenz

BY4742 MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura340 Winston et al., 1995;
Brachmann et al., 1998

BYAaim32 BY4742 aim32 :: KanMX4 Brachmann et al., 1998

BYAapd1 BY4742 apd1 :: KanMX4 Brachmann et al., 1998

BYAcyc2 BY4742 cyc2 :: KanMX4 Brachmann et al., 1998

BYAcyt2 BY4742 cyt2 :: KanMX4 Brachmann et al., 1998

BYAcyc2/Aaim32 BYAcyc2, aim32 :: natNT2 diese Arbeit

BYAcyt2/Aaim32 BYAcyt2, aim32 :: natNT2 diese Arbeit

BY4742 HIS3* BYA742, his3 :: HIS3 diese Arbeit

BYAaim32 HIS3*  BYAaim32, his3 :: HIS3 diese Arbeit

BYAapdl HIS3* BYAapd1, his3 :: HIS3 diese Arbeit

2.9 Antikorper

Als Primarantikorper fir die Immundetektion wurden Seren von mit Protein-

immunisierten Kaninchen verwendet, die von Prof. Johannes Hermann (Fachbereich

Biologie Rheinland-Pfalzische Technische Universitat Kaiserslautern-Landau (RPTU)) und

Prof. Roland Lill (Zytobiologie, Philipps Universitat Marburg) zur Verfligung gestellt

wurden und sind in Tabelle 2-13 aufgefiihrt. Die Seren von a-Apdl, a-Aim32 und a-Leul

wurden im Tierhaus der RPTU nach Immunisierung der Tiere mit dem jeweiligen

rekombinanten Protein isoliert.

Tabelle 2-13: Antikérper

Antikorper Verwendete Quelle
Verdiinnung
a-Apdl 1:1000 Blinn, 2014
a-Aim32 1:1000 Blinn, 2014
a-Leul 1:1000 Greth, 2018
a-Miad0 1:10000 Prof. J. Hermann
a-1lvs 1:5000 Prof. J. Hermann
a-Sod1 1:1000 Prof. J. Hermann
a-Oxal 1:500 Prof. J. Hermann
a-Porin 1:2000 Prof. R. Lill
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a-Cial 1:1000 Prof. R. Lill
a-Cia2 1:1000 Prof. R. Lill
a-Metl18 1:1000 Prof. R. Lill
a-Narl 1:500 Prof. R. Lill
o-Cfdl 1:1000 Prof. R. Lill
Goat anti-rabbit IgG-HRP 1:5000 Santa Cruz Biotechnology

2.10 Weitere Materialien

In dieser Arbeit wurden folgende Kits und Komplettsysteme verwendet:

NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit.
Klonierungen.

NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel)
Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli.

NucleoSpin® Extract Il (Macherey-Nagel)
Reinigung von PCR-Produkten aus dem Reaktionsansatz sowie Elution und Reinigung
von DNA aus Agarosegelen.

Trans-Blot Turbo RTA Midi Nitrocellulose Transfer Kit (Bio-Rad)
Das Kit mit Membran, Blottingpapier und -puffer wurde zum Proteintransfer mit dem
Trans-Blot-Turbo Transfersystem verwendet.

Enzyme und Proteine
Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme sowie die zugehdrigen Puffer
wurden von der Firma New England Biolabs Inc. bezogen.

Zudem wurden folgende Enzyme und Proteine verwendet:

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma Aldrich
DNase | AppliChem
RNase A AppliChem
T4 Ligase New England Biolabs Inc.
Zymolyase 20T Nacalai Tesque Inc.
Proteinase K Sigma Aldrich
Lysozym Roth
GroRenstandards

Die verwendeten GrofRenstandards sind im Folgenden gelistet:

2-Log DNA Ladder (0,1-10,0 kb) New England Biolabs Inc.
Protein Marker Il (6,5-212 kDa) AppliChem
Blue Protein Standard, Broad Range (11-190 kDa) New England Biolabs Inc.
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Saulenmaterialien und gepackte Saulen

Saulenmaterial

Hersteller

Ni-NTA Agarose

Strep-Tactin Superflow high capacity
Sephadex G-25 M PD10 Columns
HiTrap Heparin HP 5 ml

HiPrep™ 26/60 Sephacryl® S-200 HR

Cube Biotech
IBA-Lifesciences
Cytiva

Cytiva

Cytiva

Kristallisationsscreens (Humboldt-Universitat zu Berlin, AG Prof. Dobbek)

Screen

Hersteller

JCSG-plus™ HT-96

ProPlex HT-96

PACT premier™ HT 96

The Stura Footprint Screen™ + MacroSol™ HT-96
Morpheus®

MemGold™

MemGold™ 2

Wizard Cryo

Structure Screen 1 + 2 HT-96
Pi-minimal

PEG/lon HT™-HR2-139
SaltRx HT™ HR2-136

Molecular Dimensions
Molecular Dimensions
Molecular Dimensions
Molecular Dimensions
Molecular Dimensions
Molecular Dimensions
Molecular Dimensions
Molecular Dimensions
Molecular Dimensions
Jena Bioscience
Hampton Research
Hampton Research
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3. Methoden

3.1 Allgemeine Arbeitstechniken

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Arbeiten mit lebenden Organismen
erfolgten unter Berlicksichtigung der Sicherheitsstufe S1 der Verordnung des
Gentechnikgesetzes. Mikrobiologische Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefihrt. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle verwendeten Materialen
und Losungen sterilisiert bzw. autoklaviert. Arbeitsflaichen und dhnliches wurden mit
70 % Ethanol (EtOH) desinfiziert. Hitzeempfindliche L6sungen wurden vor Benutzung
sterilfiltriert (0,22 um) und in ein steriles Gefall lberflihrt. Kontaminierte Medien,
Losungen und Materialien wurden nach Gebrauch ordnungsgemalR mittels
Autoklavierens unschadlich gemacht.

3.1.1 Kultivierung von E. coli

LB-Medium
LB-Medium 25 g/l
LB-Agar-Platten
LB-Medium 25 g/l
Agar 15 g/l

Die Kultivierung der verwendeten E. coli-Stamme (BL21, DH5-a und NEB10-B) in
LB-Medium erfolgte in einem Schiittelinkubator bei 37 °C und 150 rpm (revolutions per
minute). Zur Selektion wurde je nach verwendetem Plasmid ein Antibiotikum aus Tabelle
3-1 verwendet. Zur Kultivierung auf Festmedium wurden LB-Agar-Platten, ebenfalls mit
entsprechenden Antibiotika versetzt, verwendet.

Tabelle 3-1: Konzentrationen der verwendeten Antibiotika.

Antibiotikum Losungs- Konzentra- Endkonzentra- Endkonzentration
mittel tion tion Festmedium  Fliissigmedium
Ampicillin H204d 100 mg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
Kanamycin H204d 30 mg/ml 30 pg/ml 30 pg/ml
Tetracyclin 70 % 10 mg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml
EtOH

3.1.2 Kultivierung von S. cerevisiae

Hefezellen werden entweder in Vollmedium (YP-Medium) oder in Minimalmedium
(SC-Medium) in einem Schittelinkubator bei 30 °C und 150 rpm kultiviert. In beiden
Fallen musste noch eine Kohlenstoffquelle zugefligt werden. Bei den durchgefiihrten
Experimenten diente 2 % Glukose (w/v) oder 2 % Galaktose (w/v) als Kohlenstoffquelle.
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In einigen Fallen wurde Glycerin mit einer Endkonzentration im Medium von 3 % (v/v)
eingesetzt. Alle fur die Medien bendtigten Substanzen wurden in H,Oq4q gelost und
autoklaviert.

YP-Medium
Hefeextrakt 10 g/
Pepton 20 g/l
Adeninsulfat 80 mg/|
Kohlenstoffquelle 20 g/

SC-Medium
Yeast-Nitrogen-Base 1,9 g/l
Ammoniumsulfat 5g/l
Kohlenstoffquelle 20 g/
Marker-Mix 20 ml/I

Um eine Karamellisierung zu vermeiden, wurden die Zuckerlésungen und Glycerin vom
restlichen Medium getrennt autoklaviert und vor Gebrauch mit diesem vermischt.
Wurde eine Kultivierung von S. cerevisiae auf Festmedium durchgefihrt, so wird dem
Medium 20 g/l Agar zugefligt. Die Wahl des verwendeten Mediums variierte je nach
Experiment. Wurde bei der Durchfiihrung des Experiments eine Marker-Selektion
bendtigt, so war das Medium der Wahl SC-Medium. Hier wurde je nach Auxotrophie der
verwendeten Hefezellen und der verwendeten Plasmide der geeignete Selektionsmarker
zugesetzt.

Tabelle 3-2: Zusammensetzung des Marker-Mix fiir das Minimalmedium

Marker Menge fiir 150 ml Marker-Mix
Adeninsulfat 600 mg
L-Histidin 200 mg
L-Leucin 450 mg
L-Tryptophan 300 mg
Uracil 150 mg

3.1.3 Glycerinkultur von S. cerevisiae

Zur Langzeitlagerung der in dieser Arbeit konstruierten Hefestammen wurden
Glycerinstocks gefertigt. Hierzu werden 1,2 ml einer YP-Ubernachtkultur mit 400 pl
sterilem Glycerin (70 % v/v) vermischt, vorsichtig invertiert und sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C.
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3.1.4 Messung der optischen Dichte

Um das Wachstum von S. cerevisiae- und E. coli-Kulturen zu kontrollieren, wurde die
Messung der optischen Dichte der Kultur bei 600 nm (ODeoo) herangezogen, denn bei
dieser Wellenlange hangt die Extinktion/Streuung von der Anzahl der Zellen in der Kultur
ab. Da ab einer ODgpo > 0,5 die OD unterschatz wird, wurde ab dieser die Kulturen 1:10
mit H2044 verdiinnt. Flr die Messung wurde ein UV/Vis-Spektrometer (Thermo Scientific,
Genesys 10UV scanning) verwendet. Als Blindwert diente LB-Medium resp. H044 im
Falle einer verdiinnten Kultur.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, um DNA zu vervielfdltigen. Dies
geschieht mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase. Das Prinzip der PCR beruht auf der
Fahigkeit der DNA-Polymerase mit Hilfe passender Oligonukleotide (Primer) das DNA-
Fragment der Wahl zu amplifizieren. Neben Primern und Polymerase werden zudem
noch als Bausteine fiir die Amplifizierung Desoxyribonukleotide (dNTP) und Ausgangs-
DNA als Vorlage (Template) bendtigt.

Eine klassische PCR besteht aus drei Schritten, welche sich zyklisch wiederholen
(Miihlhardt, 2013). Bei dieser Reaktion werden die Produkte des vorherigen Zyklus als
Ausgangsstoffe flir den folgenden verwendet (Kettenreaktion):

Im ersten Schritt wird der DNA-Doppelstrang in zwei Einzelstrange durch Aufbrechen der
Wasserstoffbriickenbindungen getrennt. Im nachsten Schritt, der Primerhybridisierung,
lagern sich die Primer an die komplementadren Abschnitte der DNA-Einzelstrange an. Die
Temperatur dieser Phase orientiert sich an der Schmelztemperatur der Primer. Die
gewdhlte Temperatur sollte 5°C unter der vom Hersteller angegebenen
Schmelztemperatur liegen. Wahrend der Elongation, dem finalen Schritt, verlangert die
Polymerase die angelagerten Oligonukleotide vom 3‘-Ende her. Auf diese Weise entsteht
erneut ein Doppelstrang.

Alle praparativen PCRs zur Amplifizierung von Gen-Abschnitten fir Klonierungen dieser
Arbeit wurden mit Phusion-Polymerase (New England Biolabs, NEB), sowie den
zugehorigen Puffern durchgefiihrt. Sie besitzt eine 52> 3‘ Polymeraseaktivitat und weist
laut Hersteller eine siebenfach geringere Fehlerrate als die Tag-Polymerase (NEB, 2019)
auf. Wurde eine PCR zur Uberpriifung einer homologen Rekombination oder Klonierung
durchgefiihrt, wurde mit der Taqg-Polymerase gearbeitet. Tabelle 3-3 zeigt das
Pipettierschema eines 50 pl PCR-Ansatzes flir die verwendeten Polymerasen.
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Tabelle 3-3: Pipettierschema eines PCR-Ansatzes.

Phusion-Polymerase

Taqg-Polymerase

Template DNA

10 uM Vorwartsprimer
10 uM Rickwartsprimer
Phusion Puffer HF (5fach)
Thermopol (10fach)
dNTPs

DMSO optional
Phusion-Polymerase
Tag-Polymerase

Steriles H204qd

1-3 ul
2,5 ul
2,5 ul
10 pl
1l
2,5 ul
0,5 ul

Ad 50 pl

1-3 ul
2,5 ul
2,5 ul
5ul

1l

2,5 ul
0,5 ul
Ad 50 pl

Zur Amplifizierung mittels Phusion-Polymerase wurde das Programm aus Tabelle 3-4
verwendet. Diente synthetische DNA (1 ng) oder Plasmid-DNA (5-10 ng) als Template,
betrug die initiale Denaturierungsdauer 3 min. Bei Verwendung genomischer DNA (1 ul,

1:10 verd.) erhohte sich die Dauer auf 5 min. Die Elongationsdauer wurde der Lange des

zu amplifizierenden Fragments angepasst. Die dazugehdrige Annealing-Temperatur
betrug 5560 °C fiir die Phusion- resp. 50-58 °C fiir die Tag-Polymerase.

Tabelle 3-4: Programm zur Amplifikation mittels Phusion-Polymerase.

1 Zyklus 98 °C 3-5min
98 °C 10 sec Denaturierung
352Zyklen X°C 30 sec Hybridisierung
72 °C 15-30 sec/kb Elongation
1 Zyklus 72°C 10 min

Das Programm zur Amplifikation mittels Taq Polymerase ist in Tabelle 3-5 dargestellt.

Tabelle 3-5: Programm zur Amplifikation mittels Tag-Polymerase.

1 Zyklus 95 °C 5 min
95 °C 30 sec Denaturierung
35Zyklen X°C 30 sec Hybridisierung
68 °C 1 min/kb Elongation
1 Zyklus 68 °C 10 min
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3.2.2 Agarosegelelektrophorese
TAE-Puffer (50 x)

Tris 2M
EDTA 0,1M
Eisessig 5,7 % (v/V)

Mit Essigsdure auf pH 8 einstellen

Um DNA-Fragmente ihrer GréRe nach aufzutrennen, stellt die Agarosegelelektrophorese
die Methode der Wahl dar. Hierbei wird DNA, welche mit einem Farbstoff versetzt, der
bei Bindung an DNA nach Anregung durch UV-Licht fluoresziert, auf ein Agarosegel
geladen. Durch Anlegen einer Spannung trennen sich die negativ geladenen DNA-
Fragmente beim Durchlaufen des Gels Richtung Anode auf. GroRere DNA-Molekile
werden bei diesem Verfahren starker retardiert als kleinere. Fir die Elektrophorese
wurden 1% (w/v) Agarose in TAE-Puffer in der Mikrowelle bis zur Homogenitat erhitzt
und zu einem Gel gegossen. Als Laufpuffer diente ebenfalls TAE-Puffer. Die
Elektrophorese fiir ein analytisches Gel wurde bei 100 V ca. 40 min durchgefiihrt. Das
Gesamtvolumen einer analytischen Probe betrug 10 pl: 1-5 pl DNA, 1,7 ul Loading Dye
und 1 pl Gel Red (1:1000 verd.). Aufgefiillt wurde mit H,Oqq4. Bei einem praparativen Gel
werden die Mengen entsprechend dem DNA-Volumen angepasst. Die Dauer der
Elektrophorese verkirzte sich auf 20 min. Als GréRBenstandard diente 2log DNA-ladder
(0,1-10 kb). Durch ihn kann nicht nur die GréRe des DNA-Molekiils, sondern auch durch
Intensitatsvergleich des Fluoreszenzfarbstoffs die Menge an DNA in der Probe
abgeschatzt werden.

3.2.3 Aufreinigung von DNA aus PCR-Ansatzen und
Agarosegelen

Zur Aufreinigung von PCR-Ansatzen und Agarosegelen wurde das Kit ,,NucleoSpin® Gel
and PCR Clean-up”“ der Firma Macherey-Nagel verwendet. Dabei wurde einschliellich
des zusatzlichen Waschschrittes nach den Angaben des Herstellers vorgegangen. Eluiert
wurde mit 15 pl und im Falle der Aufreinigung bei der Mutagenese mit 30 ul Puffer.
Vorher wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

3.2.4 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme spalten DNA an definierten Schnittstellen. Bei einem Verdau werden
in fast allen Fallen Fragmente mit einem 5‘-Phosphat und einem 3‘-OH-Ende generiert.
Dabei konnen die Enden entweder glatt (blunt ends) sein, oder sie stehen Uber (sticky
ends). Die Linge des Uberhangs betrigt 2 oder 4 Basen (Muhlhardt, 2013). Alle im Zuge
dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs Inc.
bezogen. Die Menge zu spaltender DNA betrug dabei 0,5-1,5 ug. Pro Doppelverdau
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wurden je 1,5 pl Enzym verwendet. Wird nur ein Probeverdau durchgefiihrt, verringert
sich die Menge an Enzym auf 1 pl. Nach der Zugabe des zu den Enzymen kompatiblen
Puffers wurde der Reaktionsansatz mindestens 1 h bei 37 °C inkubiert und anschlieRend,
je nach GroRe der abgetrennten Enden, entweder mittels PCR Clean-up fir
Einzelfragmente oder praparativer Agarosegelelektrophorese fiir mehrere Fragmente
aufgereinigt.

3.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Durch Ligation ist es moglich zwei DNA-Fragmente unter der Bildung einer
Phosphodiesterbindung zu verkniipfen. Dies erméglicht das Enzym DNA-Ligase. Somit
kann im Zuge einer Klonierung ein Genabschnitt in einen E. coli oder S. cerevisiae
Expressionsvektor, sofern der DNA-Abschnitt und der Vektor mittels Restriktionsverdau
vorbereitet wurden, eingebaut werden.

Firr alle Ligationen, die fiir diese Arbeit durchgefihrt wurden, wurde DNA-Ligase T4
sowie der Ligasepuffer von New England Biolabs Inc. verwendet.

Ligiert wurde in einem 10 pl Reaktionsansatz 30—120 min bei 23 °C. Dabei betrug die
Menge des eingesetzten Vektors immer 100 ng. Die optimale Menge des bendtigten
Inserts ist von dessen GréRe und von jener des verwendeten Vektors abhadngig und
errechnet sich mittels folgender Formel:

100 ng Vektor - Grofie des Inserts in kb
Grofie des Vektors in kb

ng Insert =

Die  bendétigten  Volumina fiir den Ansatz wurden via analytischer
Agarosegelelektrophorese abgeschatzt. Zu jenen wird 0,5 ul Ligase und 1 pl Ligasepuffer
gegeben. Aufgeflllt auf 10 pl wird mit H;Oqq.

Wurde mit Hilfe des NEBuilders eine Klonierung durchgefiihrt, wurde entsprechend der
Herstellerangaben gearbeitet.

3.2.6 Transformation von E. coli-Zellen

Zu 100 ul kompetenten E.coli-Zellen wurden entweder ca. 5 ng intakte Plasmid-DNA,
10 ul Ligationsmix oder bei der Mutagenese der komplette 30 pl-Ansatz gegeben und 10
min auf Eis inkubiert. Je nach Experiment wurden entweder DH5-a-, NEB10-3- oder BL21-
Zellen verwendet. Mittels eines 90-sekiindigen Hitzeschocks von 42 °C wurde das
Eindringen der DNA in die Zelle erleichtert. Nach 2 min auf Eis wurden die Zellen mit 1 ml
LB-Medium versetzt und fiir 40 min bei 850 rpm und 37 °Cinkubiert. Im Anschluss wurde
flir 5 min bei 2400 x g (VWR Micro Star 17) zentrifugiert und 950 pl Medium verworfen.
Das Zellpellet wurde vorsichtig im restlichen Medium resuspendiert und mit einem



56
Methoden

Drigalski-Spatel auf eine LB-Agarplatte mit entsprechenden Antibiotika plattiert.
Inkubiert wurde ca. 16 h bei 37 °C.

3.2.7 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Damit E. coli-Zellen in der Lage sind Plasmid-DNA in sich aufzunehmen, missen sie
,kompetent” gemacht werden. Allen in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Zellen wurde
Kompetenz mittels der Rubidiumchloridmethode verliehen. Zur Herstellung
kompetenter Zellen wurde eine Ubernachtkultur des gewiinschten E. coli Stammes in
15 ml SOB-Medium bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wurde eine 500 ml
GroRkultur mit 5 ml der Ubernachtkultur inokuliert, mit 36 ml NaCl (5 M) versetzt und
bei 30 °C inkubiert, bis ODesoo = 0,5 erreicht wurde. AnschlieRend wurden die Zellen bei
4 °C, 4000 rpm fiir 15 min zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge 5810 R). Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet vorsichtig auf Eis mit gekiihltem TFB resuspendiert
und im Anschluss 15 min auf Eis inkubiert. Unter Schwenken wurde zu der Zellsuspension
1,75 ml DMSO getropfelt und weitere 10 min auf Eis inkubiert. Die so vorbereiteten
Zellen wurden zu 200 pl aliquotiert und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Lagerung der Zellaliquots erfolgte bei -80 °C.

SOB-Medium
Trypton 20 g/l
Hefeextrakt 5g/l
NaCl 10 mM
pH=7,0
ad 11 H2O044

Nach dem Autoklavieren werden noch 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl;
und 10 mM MgSO4 hinzugefiigt.

MES-Losung
MES-L6sung 1M
pH = 6,2 mit KOH
sterilfiltriert

TFB

MES 10 mM
Rubidiumchlorid 100 mM
Mangan(ll)-chlorid 45 mM
Calciumchlorid 10 mM
Hexamincobalt(lll)-chlorid 3mM

ad 50 ml H20qq
sterilfiltriert
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3.2.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid-DNA wurde mittels des Kits NucleoSpin® Plasmid von Machery-Nagel isoliert.
Bei der Durchflihrung wurde in dieser Arbeit weitgehend die Anleitung des Herstellers
befolgt, abweichend war die Puffermenge bei Elution, die bei E. coli Expressionsvektoren
lediglich 30 pl betrug. Die Konzentration der isolierten DNA wurde durch Fluoreszenz-
Intensitatsvergleich mit dem GroRenstandard nach Agarosegelelektrophorese oder
photometrisch mit dem Biophotometer bestimmt. Jedes in dieser Arbeit klonierte oder
mutagenisierte Plasmid wurde mittels Sequenzierung auf seine Richtigkeit Gberpruft. Die
Sequenzierung wurde von der Firma SEQ-IT GmbH & Co. KG in Kaiserslautern
durchgefihrt. Hierfir wurde die DNA zu 100 ng/ul in 5 pl in einem ReaktionsgefaR
verdiinnt, mit 1 pl passendem Sequenzierprimer versetzt und dem Sequenzierservice
Uberlassen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Chromas und Clustal
Omega.

3.2.9 Gezielte Mutagenese

Die gezielte Mutagenese ermoglicht eine spezifische Veranderung der Basensequenz der
DNA. Auf diese Weise kdonnen einzelne, aber auch mehrere Nukleotide geandert,
deletiert aber auch inseriert werden (Zheng et al., 2004). In dieser Arbeit wurde die
gezielte Mutagenese vor allem angewandt, um putative Clusterliganden von Aim32,
Apd1 und TcAAH zu mutieren. Eine weitere Anwendung fand sich in der Kiirzung der
Proteine Aim32 (N-terminal) und Apd1 (C-terminal) Gber Mutation des Start ATG’s resp.
Insertion eines Stopp-Kodons. Als Template diente ein Plasmid, dass das zu mutierende
Gen enthielt. Diese Methode basiert auf zwei aufeinander folgenden PCR’s. Tabelle 3-6
gibt das Pipettierschema wieder. Es wurden neben den Ansatzen A und B, die Primer
enthielten, auch ein Ansatz C ohne Primer als Kontrolle, zur Uberpriifung der Effizienz
des Dpnl-Verdaus, mitgefiihrt.

Tabelle 3-6: Pipettierschema fiir den PCR-Ansatz der Mutagenese.

Ansatz A B C
H2044 (autoklaviert) 35 ul 35 ul 37,5 ul
HF-Puffer 10 ul 10 wl 10 wl
Forward Primer 2,5 ul - -
Reverse Primer - 2,5 ul -
Plasmid (10-fach verd.) 1ul 1ul 1ul
dNTP 1l 1l 1l
Phusion Polymerase 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
SPCR-Ansatz 50 pl 50 ul 50 pl

In der ersten PCR wurden zunachst zwei Einzelstrange durch komplementare Primer, die
die Mutation enthielten, nach folgendem Programm amplifiziert:
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Tabelle 3-7: Programm der ersten PCR fiir die Mutagenese.

1 Zyklus 98 °C 30 sec

8 Zyklen 98 °C 15 sec
55-60 °C 30 sec

1 Zyklus 72 °C 3 min 30 sec

AnschlieBend wurden 25 pl Ansatz A und 25 ul von Ansatz B gemischt und 0,5 ul
Polymerase zugefligt, um aus den zwei Einzelstrangen Doppelstrdange in einer zweiten
PCR zu bilden.

Tabelle 3-8: Programm der zweiten PCR fiir die Mutagenese.

1 Zyklus 98 °C 30 sec
98 °C 15 sec
18 Zyklen 55-60 °C 30 sec
72 °C 3 min 30 sec
1 Zyklus 72 °C 10 min

Um nicht mutierte Template-DNA zu entfernen, erfolgte im Anschluss ein
Restriktionsverdau mit 2 pl Dpnl bei 37 °C fiir 1 h. Dpnl schneidet spezifisch methylierte
DNA und somit nur das in E. coli in vivo erzeugte und somit methylierte Template und
nicht das unmethylierte PCR-Produkt (Abb. 3-1).

CH,

v
5 ..GATC...3

3. ..CTAG...5
Al

CH,

Abbildung 3-1: Schnittstelle von Dpnl.

Im Anschluss erfolgte die Dpnl-Inaktivierung (80°C, 20 min) und Aufreinigung der DNA
(Kap. 3.2.3) und die Transformation in E.coli (Kap. 3.2.6). Nach erfolgreicher
Transformation konnte das mutierte Plasmid isoliert werden (Kap. 3.2.8). Im Anschluss
der DNA-Isolation erfolgte die Charakterisierung des Plasmids falls moéglich mittels
Restriktionsverdau und Gelektrophorese, da in manchen Fallen eine stille Mutation, die
eine Restriktionsschnittstelle enthielt, eingebracht wurde. Ansonsten erfolgte die
Analyse nur durch Sequenzierung und vorherige photometrische
Konzentrationsbestimmung.
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3.2.10 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde zur schnellen Uberpriifung einer Klonierung oder homologen
Rekombination, ohne vorherige Isolation der DNA, angewendet. Auf diese Weise war es
moglich eine hohe Anzahl von Klonen in kurzer Zeit auf das gewiinschte Gen zu
untersuchen. Zur Analyse wurden eine kleine Menge E. coli- oder Hefezellen mittels einer
Pipettenspitze in 36 ul HoO44 suspendiert und bei 95 °C flir 10 min erhitzt. Die freigesetzte
DNA kann als Template in der PCR (Tab. 3-9 und 3-5) fungieren. Mittels passender Primer
bei der PCR, kann der analysierte Klon durch Agarosegelelektrophorese auf seine
Richtigkeit GUberprift werden.

Tabelle 3-9: Pipettierschema der Kolonie-PCR.

36 ul Zellsuspension

2,5 ul 10 puM Vorwartsprimer

2,5 ul 10 uM Rickwartsprimer

5ul Thermopol (10fach)

1l dNTPs

2,5 ul Dimethylsulfoxid (DMSO) optional
0,5 ul Tag-Polymerase

50 ul >PCR-Ansatz

3.2.11 Transformation von S. cerevisiae und homologe
Rekombination

S. cerevisiae muss ebenso wie E. coli auf die Transformation von extrazellularer DNA
vorbereitet werden. Die Kompetenz der Zellen wurde durch die Methode nach Ito et al.
gewahrleistet (Ito et al.,, 1983). In dieser Arbeit wurde diese Methode verwendet, um
DNA-Abschnitte in das Genom zu integrieren oder Plasmide einzufiihren.

Lithiumacetat-Losung

Lithiumacetat-Dihydrat 100 mM
Tris-HCI (pH = 7,5) 10 mM
EDTA (pH = 8,0) 1 mM
sterilfiltriert

PEG-Losung
Polyethylenglykol (PEG) 4000 40 % (w/v)

in Lithiumacetatpuffer
sterilfiltriert

Zu Beginn der Transformation wurden vormittags 50 ml YP-Medium mit geeigneter
Kohlenstoffquelle mit einer Vorkultur des entsprechenden Hefestammes inokuliert,
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sodass eine ODgoo von 0,2-0,3 (Genesys 10UV scanning) eingestellt wurde. Eine
Inkubation im Schiittelinkubator wurde so lange bei 30 °C und 150 rpm durchgefiihrt, bis
die ODggo zwischen 0,8 und 1,2 betrug. Die Zellen wurden bei 3500 rpm und RT fiir 5 min
(Eppendorf-Zentrifuge 5810 R, Rotor A-4-62) geerntet, der Uberstand verworfen und das
Pellet in 10 ml H,044 gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet in
1 ml Lithiumacetatpuffer resuspendiert und nach Uberfiihrung in ein Eppendorf-
ReaktionsgefaR erneut zentrifugiert (7000 rpm, 2 min, Sigma 1-16). AnschlieBend wurde
das Pellet erneut in 0,8—1,2 ml Lithiumacetatpuffer, entsprechend der ODeoo der Kultur,
aufgenommen. Die so vorbereiteten Zellen wurden zu 100 pl aliquotiert. Zu den Zellen
wurden 2,5 pl Lachssperma-DNA (10 mg/ml in H2044), Wwelche im Vorfeld 5 min bei 95 °C
denaturiert wurde, 5 pg DNA fir die homologe Rekombination oder fiir die
Transformation von Plasmiden 1,5 ul 1:10 verdiinnte DNA (0,8-1,2 ug), sowie 700 ul PEG-
Losung pipettiert. Nach kurzem Mischen erfolgte die Inkubation der
Transformationsansatze bei 30 °C und 550 rpm fiir 30 min. Der Hitzeschock wurde unter
Schiitteln (550 rpm) bei 42 °C fiir 15 min (Plasmidtransformation) oder 45 min (homologe
Rekombination) durchgefiihrt. Im Falle der homologen Rekombination kam nach dem
Hitzeschock eine Erholungsphase, in der die Zellen nach Zentrifugation in 1 ml
YP-Medium aufgenommen und 3 h bei 30 °C und 550 rpm inkubiert wurden. Die Zellen
wurden nach erfolgter Transformation pelletiert (2300 g, 3 min Sigma 1-16) und zweimal
in 1 ml H,O44 gewaschen, zentrifugiert und in 200 pl H,O4q resuspendiert und auf
geeigneten Agarplatten (Voll- oder Minimalmedium) mit entsprechenden
Selektionsdruck ausgestrichen. Nach 2-4 Tagen bei 30 °C konnten die Platten dem
Brutschrank entnommen und einzelne Kolonien auf eine frische Platte Uberimpft
werden.

3.2.12 gDNA-Isolation aus S. cerevisiae

Sorbitolpuffer
Sorbitol 0,9M
EDTA (pH = 8,0) 0,1M
10 mM KP;i (pH = 7,4; Vorbereitet durch 4:1 Mischung von
1M KzHPO4 und 1M KH2P04)
Kaliumacetatlésung

Kaliumacetat 5M

ETS
EDTA (pH = 8,0) 280 mM
Tris (pH = 8,0) 220 mM

SDS 2,2 % (w/v)
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TE-Puffer
Tris (pH = 8,0) 10 mM
EDTA (pH = 8,0) 1 mM

Nachdem eine 10 ml Vorkultur des Hefestammes bei 3500 rpm (Eppendorf-Zentrifuge
5810 R, Rotor A-4-62) und RT fiir 3 min abzentrifugiert wurde, wurde das Pellet in 5 ml
H,044 gewaschen und erneut fiir 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet in 900 ul Sorbitolpuffer resuspendiert und die Suspension in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal Gberflihrt. Nach Zugabe von 100 pl Zymolyase 20 T (2 mg/ml)
und 1 pl B-Mercaptoethanol wurde das Gemisch fiir 30 min bei 37 °C inkubiert, bevor fir
30 sec bei 3000 rpm (ab jetzt immer VWR Micro Star 17) zentrifugiert wurde. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet in 400 pl TE-Puffer
aufgenommen und nachdem 30 pl ETS hinzugefiigt und invertiert wurde, erfolgte fir
30 min eine Inkubation bei 60 °C. Nach Zugabe von 80 ul Kaliumacetatlésung wurde das
Gemisch fir 1 h auf Eis gekiihlt. Im Anschluss wurde bei 13000 rpm fiir 15 min
zentrifugiert und der Uberstand in ein steriles 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefiR tiberfiihrt
und mit 1 ml kaltem, unvergédlltem Ethanol (100 %) versetzt. Nach Invertieren und
erneuter Zentrifugation (s. 0.) wurde der Uberstand verworfen und die gefillte DNA mit
1 ml Ethanol (70 %) gewaschen. Nach Zentrifugation wie zuvor wurde die DNA im offenen
Reaktionsgefal fir 1 h in der Sterilbank getrocknet. Das Losen der DNA erfolgte (iber
2 Tage bei 4 °Cin TE-Puffer. Die in der Losung enthaltene RNA wurde mittels einer durch
Hitze DNAse-inaktiven RNAse entfernt, indem die Probe, nachdem sich die DNA im
TE-Puffer gelost hat, mit 4 pul RNAse (1 mg/ml) versetzt und bei 37 °C fur 2 h inkubiert
wurde.

3.2.13 Zellextraktpraparation von S. cerevisiae

Um die in Hefezellen exprimierten Proteine naher untersuchen zu kodnnen, ist es
notwendig, diese von den Zelltrimmern, welche nach dem Aufschluss der Zellen
entstehen, zu trennen. Die Zellextrakte, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind
durch den Aufschluss mit Glasperlen (Pierik et al., 2009) erhalten worden.

TNETG-Puffer

Tris (pH = 7,4) 10 mM
EDTA 2,5mM
NaCl 150 mM
Glycerin 10 % (v/v)
Triton X-100 0,5 % (v/v)

Fiir die Zellextraktpraparation wurden je 0,5 g Zellen benétigt. Dafliir wurden eine
100 ml-Kultur mit gerade dem Volumen einer Vorkultur inokuliert, dass diese eine ODggo
von 0,1 erreichte. Nach Kultivierung iber Nacht wurden die Zellen bei 3500 rpm und RT
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fiir 3 min geerntet (Eppendorf-Zentrifuge 5810 R, Rotor A-4-62), in H,044 gewaschen und
nach erneuter Zentrifugation wurde das Nassgewicht der Zellen bestimmt. Nach
Resuspendieren des Zellpellets in 10 ml H2Oq44, wurde in ein 15 ml-Falcon so viel der
Zellsuspension Uberfiihrt, dass nach einem letzten Zentrifugationsschritt Zellen 0,5 g
Zellen vorlagen. Nach erneuter Zentrifugation war es moglich die Zellen direkt
aufzuschliefen oder in fliissigem Stickstoff schockzufrieren und bei -80 °C zu lagern.

Fir den Aufschluss wurden 0,5 g Zellen in 500 ul eisgekiihltem TNETG-Puffer
resuspendiert. Die Mischung wurde mit 10 pl PMSF (200 mM, in unvergalltem EtOH) und
mit einer im Eppendorf-Reaktionsgefall abgemessenen Portion Glasperlen (1 ml)
versetzt. Im Anschluss erfolgte der Aufschluss durch 1-minttiges vortexen des Falcons
auf dem Kopf mit anschlieRender Kiihlung auf Eis fir 1 min. Dieser Vorgang wiederholte
sich fur jedes Aliquot dreimal. Um das Zelllysat von Zelltrimmern, Glasperlen und nicht
aufgeschlossenen Zellen zu trennen, wurde 5 min bei 3500 rpm und 4 °C (Eppendorf-
Zentrifuge 5810R, Rotor A-4-62) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
Reaktionsgefald Gberflihrt und erneut fir 10 min bei 13000 rpm und 4 °C (VWR Galaxy
16DH) zentrifugiert.

Die Konzentration des Gesamtproteins des Aliquots wurde mittels Micro-Biuret-Assay
(Kap. 3.3.2) ermittelt.

3.2.14 TCA-Prazipitation

Die Trichloressigsaure-(TCA)-Prazipitation stellt in dieser Arbeit die Methode der Wahl
da, um die verwendeten Proteinproben vor Durchflihrung eines Western Blots, falls
notig, aufzukonzentrieren und Verunreinigungen zu entfernen. Durch Zugabe von TCA
werden die Proteine aus der Losung gefallt und kénnen so nach Zentrifugation in einem
gewahlten Volumen wieder gelost werden.

Zur Fallung wurde eine definierte Proteinmenge mit jenem Volumen TCA (50 % (w/v))
und H204q gemischt, dass die TCA-Konzentration 25 % betrug. Die Proben wurden durch
invertieren gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Die Prazipitate wurden mittels
10-mindtiger Zentrifugation (VWR Micro Star 17 R) bei 4 °C und 12000 g pelletiert und
zwei Mal mit je 500 pl Aceton durch vortexen gewaschen. Zwischen den Waschschritten
wird, wie zuvor, flir 5 min zentrifugiert. Die Pellets wurden nach der Trocknung (ca.
30 min, RT) in der gewlinschten Menge 1 x Probenpuffer aufgenommen und fiir 5-10 min
bei 95 °C denaturiert. Bis zur SDS-PAGE wurden die Proben bei -20 °C gelagert.
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3.2.15 Praparation von Mitochondrien aus Hefe

Fir Lokalisationsstudien wurden in dieser Arbeit Mitochondrien nach Diekert et al.,
(2001) isoliert.

Tris-SOas-Puffer
Tris (pH = 9,4, mit H,S04 titriert) 100 mM

DTT (frisch) 10 mM
Sorbitolpuffer
Sorbitol 1,2 M
KPi (pH =7,4) 20 mM
2 x Breaking-Puffer (BB)
Sorbitol 1,2M
HEPES (pH = 7,4, mit KOH titriert) 40 mM
PMSF 1mM
SH-Puffer

Sorbitol 0,6 M
HEPES (pH = 7,4, mit KOH titriert) 20 mM
PMSF 200 mM in EtOH

Um eine gute Ausbildung der Mitochondrien zu gewahrleisten, wurde Galaktose als
Kohlenstoffquelle eingesetzt. Um eine ausreichende Menge an Zellen (ca. 10 g) zur
Isolierung zur Verfligung zu haben, wurden zwei aufeinanderfolgende Vorkulturen
herangezogen. Als Startkultur diente eine 20 ml Kleinkultur. Am nachsten Tag wurde
daraus eine 150 ml Kultur mit ODsgo = 0,1 (Genesys 10UV scanning) inokuliert. Zur
Isolation von Mitochondrien wurden Hefezellen in einem 2 |-Mal3stab mit einer Start
ODeoo von 0,05 Uber Nacht bis zur ODeoo = 1-1,5 kultiviert. Der folgende Ablauf beschreibt
die Puffermengen fiir eine Isolation von Mitochondrien aus 10 g nassen Hefezellen,
welche aus einer 2 I-Kultur mit obiger ODgoo erhalten werden kénnen.

Die Hefezellen wurden am nachsten Morgen geerntet (6000 g, 7 min, 4 °C, Avanti J-26S
XP, Rotor JLA-8.1000). Das erhaltene Zellpellet wurde nun in 200 ml H,O44 aufgenommen
und erneut nach obigen Bedingungen pelletiert. Nachdem das Nassgewicht der Zellen
bestimmt wurde, wurde das Pellet in Tris-SOs-Puffer resuspendiert. Nach Inkubation
(30 °C, 30 min, 150 rpm) wurde erneut pelletiert (1600 g, 10 min, RT, Beckman Model
J2-21 Rotor JA-20). Nach einem Waschschritt mit Sorbitolpuffer (40 ml) und erneuter
Zentrifugation (7 min bei RT und 1600 g; Eppendorf 5810 R, Rotor A-4-62) wurden die
Hefezellen an diesem Punkt in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C
gelagert.

Zur Bildung von Spheroplasten wurde Zymolyase 20T (4 mg/g Zellen) zu den aufgetauten
und in Sorbitolpuffer (40 ml) resuspendierten Hefezellen gegeben. Nach Inkubation
(30°C, 1 h) unter Schitteln (150 rpm), wurden die Zellen erneut pelletiert (1600 g,



64
Methoden

10 min, 2 °C, Beckman Model J2-21, Rotor JA-20). Von nun an wurde auf Eis und mit
vorgeklhlten Puffern gearbeitet. Die Spheroplasten wurden vorsichtig mit einem
Gummiwischer in Sorbitolpuffer resuspendiert, erneut zentrifugiert und im Anschluss
vorsichtig in 30 ml 2xBB aufgenommen. Das Gesamtvolumen wurde in einem
Messzylinder mit H,O44, welches mit 1 mM PMSF versetzt war, auf 60 ml eingestellt. Der
Aufschluss erfolgte mittels Dounce Homogenisierung. Hierzu erfolgten 20 Streiche mit
einem Pistel der GroRe L und drei mit einem der GrofRe S. Eine 500 ul Probe dieses
Gemisches diente als Gesamtzellextrakt (Total, T) fir spatere Experimente. Die erhaltene
Suspension wurde zentrifugiert (2000 g, 5 min, 2 °C, Beckman Model J2-21, Rotor
JA-25.50), der Uberstand danach in ein neues GefiR Uberfiihrt und unter gleichen
Bedingungen erneut zentrifugiert. Die Separation der l6slichen Bestandteile der
Suspension und der Mitochondrien erfolgte durch eine Zentrifugation bei hoherer
Geschwindigkeit (12000 g, 5 min, 2 °C, Beckman Model J2-21, Rotor JA-25.50). Der
Uberstand stellt die cytosolische Fraktion (Post mitochondrial supernatant, PMS) dar. Zur
weiteren Reinigung wurde das Mitochondrien-haltige Pellet vorsichtig mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze in 1 ml SH-Puffer aufgenommen. Das Gesamtvolumen
wurde zur Zentrifugation auf ca. 30 ml erhoht. Zunachst wurde bei niedriger
Geschwindigkeit zentrifugiert (2000 g, 5 min, 2 °C, Beckman Model J2-21, Rotor
JA-25.50). Nach Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues GefiR wurden die
Mitochondrien durch Zentrifugation bei hoher Geschwindigkeit (12000 g, 5 min, 2 °C,
Beckman Model J2-21, Rotor JA-25.50) pelletiert. Sie wurden vorsichtig in 500 pl
SH-Puffer aufgenommen, aliquotiert und zur Lagerung bei -80 °C in fllssigem Stickstoff
schockgefroren. Die Bestimmungen der Proteinkonzentration wurden mittels Bradford-
Assay durchgefliihrt. Zur weiteren Analyse mittels Western-Blot und anschlieBender
Immundetektion wurden 100 ug jeder Fraktion mit TCA gemdR Kapitel 3.2.14
prazipitiert. Die Prazipitate wurden in 45 ul 1 x Probenpuffer (Menge fiir zwei SDS-Gele)
resuspendiert.

3.2.16 Natriumcarbonat-Extraktion

Die Extraktion mittels Na;COs ist eine Methode zur Lokalisierung von mitochondrialen
Proteinen in den Subkompartimenten der Mitochondrien. Die Behandlung mit hoher
Salz- und Alkalikonzentration wird zur Bestimmung der Proteine der mitochondrialen
Membranen genutzt (Kim et al., 2015).

Mitochondrien wurden nach Kapitel 3.2.15 isoliert. 100 ug Mitochondrien wurden mit
200 pl 0,1 M NazCOs und 2 mM PMSF 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fir
1 h bei 30000 rpm (Beckman OptimaTM LE-80K Ultrazentrifuge, Rotor SW 60 Ti) und 4 °C
wurde der Uberstand vorsichtig entnommen, das Pellet mit 0,1 M Na>COs; gewaschen
und unter gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Zur weiteren Analyse mittels
Western Blot wurden die so erhaltenen Fraktionen weiter vorbereitet: Der erste
Uberstand wird mittels TCA-Fallung (s. Kap 3.2.14) aufkonzentriert und danach wie das
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Pellet in 45 ul 1x Probenpuffer resuspendiert und fir 10 min bei 95 °C denaturiert. Die
weitere Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Western
Blot.

3.2.17 Schwellen von Mitochondrien

Eine weitere Methode zur Subfraktionierung von Mitochondrien stellt das hypotonische
Schwellen mit anschlieBender Proteinase Behandlung der Mitochondrien dar. Durch die
Inkubation der Mitochondrien in hypotonischem Puffer bilden sich Mitoplasten,
Mitochondrien, denen die &uBere Membran fehlt. Durch den Vergleich der
Markerproteine in den unterschiedlich behandelten Proben mit dem Protein von
Interesse, lassen sich Riickschliisse auf dessen Lokalisierung innerhalb der
Mitochondrien ziehen.

SH-Puffer
Sorbitol 0,6 M
HEPES (pH = 7,4, mit KOH titriert) 20 mM

Zur Vorbereitung des Assays wurden Mitochondrien im 5-fachen Volumen eiskaltem
SH-Puffer vorsichtig resuspendiert und bei 12000 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert (VWR
Micro Star 17). Der Uberstand wurde verworfen und die Mitochondrien in SH-Puffer zu
einer Proteinkonzentration von 10 mg/ml aufgenommen und die Proben gemaR Tabelle
3-10 gemischt. Nach 30 min auf Eis wurden die Proben mit 2 mM PMSF versetzt und
10 min zentrifugiert (12000 g, 4 °C, VWR Micro Star 17). Der Uberstand wurde vorsichtig
entnommen und verworfen. Das Pellet wurde in 45 ul 1x Probenpuffer resuspendiert
und fir 10 min bei 95 °C denaturiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und
anschlieRendem Western-Blot analysiert.

Tabelle 3-10: Pipettierschema hypotonisches Schwellen von Mitochondrien nach Boldough &
Pon, 2007. Menge fiir zwei SDS-PAGE-Gele.

1 2 3 4 5 6
Mitochondrien (10 mg/ml) 10 ul 10 ul 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
SH-Puffer 90 pl 90 pl 90 ul 90 ul
HEPES-KOH (20 mM, pH 7,4) 90 ul 90 ul
Triton X-100 (10 % v/v) 2 ul 2 ul
Proteinase K (10 mg/ml) 2 ul 2 ul 2 ul

3.2.18 Digitonin Behandlung von Mitochondrien

Digitonin 6ffnet bei geringer Konzentration die duRere mitochondriale Membran. Erhoht
man aber sukzessive die Konzentration, wird auch die innere Membran lysiert. Diese
Tatsache unterscheidet diese Behandlung vom hypotonischen Schwellen.
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SH-Puffer
Sorbitol 0,6 M
HEPES (pH = 7,4, mit KOH titriert) 20 mM

Um fiur alle Experimente gleiche Ausgangsbedingungen zu generieren, wurden die
Mitochondrien (s. Kap 3.2.15) im Vorfeld im 5-fachen Volumen SH-Puffer verdiinnt und
nach erfolgter Zentrifugation bei 12000 g fiir 10 min bei 4 °C (VWR Micro Star 17) zu
10 mg/ml (Proteinkonzentration) mit SH-Puffer eingestellt. Die einzelnen Proben wurden
analog Tabelle 3-11 vorbereitet und fir 3 min auf Eis inkubiert, um die Membranen zu
offnen. Im Folgenden wurden die Proben 2—9 mit 2 ul Proteinase K (10 mg/ml) versetzt
und weitere 30 min auf Eis, zum Verdau der Proteine, inkubiert. Nach Zugabe von PMSF
(2 mM Endkonzentration, in EtOH) wurden alle Proben bei 20000 g fiir 10 min bei 4 °C
(VWR Micro Star 17) zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entnommen und
verworfen. Das Pellet wurde in 45 ul 1 x Probenpuffer resuspendiert und fiir 10 min bei
95 °C denaturiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und anschlieRendem Western-
Blot analysiert.

Tabelle 3-11: Pipettierschema Digitonin-Behandlung. Menge fiir zwei SDS-PAGE-Gele.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
SH-Puffer 88,0 88,0 87,0 86,5 86,0 85,5 85,0 84,5 84,0
ul pl pl ul ul pl ul ul ul
2 % Digitonin - - 1,0ul 1,5 2,0ul 2,5u 3,0ul 3,5u 4,0yl
Mitochondrien | 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0
(10 mg/ml) pl pl pl ul ul pl ul pl pl

3.2.19 Tupfeltest

In dieser Arbeit wurde der Tlpfeltest zur Darstellung phanotypischer Wachstumsdefizite
der zu untersuchenden Hefestamme unter verschiedenen Wachstumsbedingungen
verwendet. Eine in geeighetem Medium kultivierte Ubernachtkultur, der zuvor mit
einem Plasmid transformierten Stamme wurde gewaschen, wieder in HOgdq
resuspendiert und entweder direkt im Tipfeltest eingesetzt oder unter regulierenden
Bedingungen, z. B. durch die Wahl der Kohlenstoffquelle bei Gal-Stammen, weiter
kultiviert. In diesem Fall wurden die Zellen nach 16 h bei 3500 rpm und RT fiir 3 min
geerntet (Eppendorf-Zentrifuge 5810 R, Rotor A-4-62), in H,O44 gewaschen und auf ODggo
= 0,5 (Genesys 10UV scanning) mit sterilem H2Oqq verdlinnt. In einer sterilen 96-Well-
Platte wurden vier serielle Verdiinnungen der Hefezellen angefertigt. Hierfiir wurde in
die Spalten zwei bis fiinf je 90 pl H,044 vorgelegt. In Spalte eins wurden 100 ul der
Zellsuspension pipettiert und von da an von Spalte zu Spalte verdiinnt (s. Abb. 3-2). Mit
Hilfe einer Mehrkanalpipette wurden die einzelnen Reihen auf eine Agarplatte mit oder
ohne regulierende Substanz/Kohlenstoffquelle aufgetragen. Die Inkubation erfolgte bei
30 °C fiir 2—-3 Tage. Die Ergebnisse wurden mittels Photographie dokumentiert.
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Abbildung 3-2: Schematische Darstellung Tiipfeltest. In einer sterilen 96-Wellplatte wurden die zu
untersuchenden Stamme seriell 1:10 verdiinnt und mittels einer Mehrkanalpipette auf eine Agarplatte mit
der niedrigsten Verdliinnung rechts beginnend von rechts nach links aufgetragen.

3.3 Qualitative und quantitative Analysemethoden

3.3.1 UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektroskopie wurde im Zuge dieser Arbeit als Analysemethode fiir
gereinigte Fe/S-Proteine eingesetzt, da Fe/S-Cluster in diesem Messbereich ein
charakteristisches Absorptionsspektrum aufweisen. Zur Aufnahme eines UV/Vis-
Spektrums wurden die gereinigten Proteine (s. 3.4.3) entweder pur oder bis zu 1:50 in
entsprechenden Puffer verdlinnt, je nach Konzentration der Probe, in eine UV-Kiivette
gefillt. Das Absorptionsspektrum wurde zwischen einer Wellenldange von 250-600 nm
aufgezeichnet. Als Blank wurde immer der Puffer verwendet, indem die Proteine
vorlagen.

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Micro-
Biuret-Assay

Die Proteinbestimmung mittels Micro-Biuret-Assay basiert auf der Eigenschaft von
Proteinen mit Cu?*-lonen blaue bis tiefviolette Komplexe im alkalischen Milieu zu
formen. Der Komplex bildet sich zwischen Cu?* und vier Stickstoffatomen der
Peptidbindungen. Die Methode wurde erstmals 1953 publiziert (Goa, 1953).

BSA-Standard 2 mg/ml
DOC-L6sung 1,5 mg/ml
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TCA-LOsung 0,7 g/ml
NaOH-L6sung 30 g/l
Micro-Biuret-Reagenz
Trinatriumcitrat-Dihydrat 0,59 M
NazCOs 0,94 M
CuSOq4 70 mM

Im ersten Schritt wurde eine Konzentrationsreihe des BSA-Standards und des zu
analysierenden Proteins pipettiert. Die Konzentration der BSA-L6sung wurde mittels
Messung der Absorption bei 280 nm und Beriicksichtigung des Extinktionskoeffizienten
eingestellt.

Tabelle 3-12: Pipettierschema der Verdiinnungsreihe des Micro-Biuret-Assay.

BSA-Standard (2 mg/ml) Proteinprobe

Protein (pl) 0 50 100 150 200 250 300 10 20 30

H204d (ul) 1000 950 900 850 800 750 700 | 990 980 970

Zu den verschiedenen Verdinnungen wurden je 100 ul DOC-Losung pipettiert. Nach
Mischen durch Invertieren wurde flr 5 min bei RT inkubiert. Zu diesem Gemisch wurden
je 100 pl TCA-Losung gegeben. Nach Invertieren wurde fiir 10 min bei 13000 g (VWR
Micro Star 17) zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig entnommen
und das Proteinprazipitat in je 950 pl NaOH-L6sung durch Vortexen geldst. Nach Zugabe
von je 50 pl Micro-Biuret-Reagenz wurde 15 min in der Dunkelheit inkubiert. Die
Absorption der Proben wurde bei 545 nm gegen H,Oq44 gemessen.

Um aus den gemessenen Absorptionen die Proteinkonzentration ermitteln zu kénnen,
musste zunadchst die Kalibriergerade des BSA-Standards ermittelt werden. Nach
Berechnung der Menge an BSA je Probe konnte diese gegen die gemessene Absorption
aufgetragen werden und durch eine Trendlinie wurde eine Geradengleichung ermittelt.
Die Proteinkonzentration in mg/ml kann durch folgende Formel berechnet werden:

AProtein - b)

mg
. — ) = X 103 X
Cprotein (ml) f ( a X Vprotein

Mit  f: Verdinnungsfaktor
Aprotein: Absorption der Proteinprobe bei 545 nm
a: Steigung der Trendlinie
b: Ordinatenabschnitt
V protein: Pipettiertes Volumen der Proteinprobe in pl

Aus den ermittelten Proteinkonzentrationen wurde das arithmetische Mittel gebildet.
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3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Ein weiteres Verfahren zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen stellt die Methode
nach Bradford dar (Bradford, 1976). Ein groRer Vorteil dieses Tests ist seine hohe
Empfindlichkeit. Somit wurde in dieser Arbeit die Konzentration von Proben mit
niedrigem Proteingehalt oder Volumen durch diese Methode bestimmt.

Tabelle 3-13: Pipettierschema der Verdiinnungsreihe des Bradford-Assay.

BSA-Standard (0,1 mg/ml) Proteinprobe

Protein (pl) 0 10 20 40 60 80 100 | 1,0 2,5 5,0

H.Og (W) | 100 90 8 60 40 20 O | 990 975 950

Jede Verdinnung der Tabelle 3-13 wurde mit 900 pl Bradford-Reagenz versetzt und
10 min bei RT inkubiert. Die Absorption der Proben wurde bei 595 nm gegen H,0qq
gemessen. Die Kalkulation der Proteinkonzentrationen erfolgte nach der Methodik des
Micro-Biuret-Assay.

3.3.4 Bestimmung des Eisen- und Schwefelgehalts

Zur Analyse von Fe/S-Clustern in gereinigten Proteinen ist es vonnoten die Menge an
Nicht-Ham-Eisen und saurelabilem Schwefel der Probe zu erfassen. Mit den folgenden
Methoden ist es moglich, den Gehalt an Eisen und Schwefel, nicht jedoch Schwefel der
schwefelhaltigen Aminosauren, zu bestimmen.

Bestimmung des Eisengehaltes

In der Bestimmung nach Lovenberg et al. (1963) wird ausschlieRRlich der Gehalt von nicht-
Ham-Eisen, sondern nur jener des Fe/S-Clusters, detektiert. Die Methode beruht auf der
Eigenschaft des Eisens nach Freisetzung aus dem Protein im Oxidationszustand Fe?*
einen farbigen Komplex mit dem Chelator Feren zu bilden. Die Konzentration des blauen
Komplexes kann bei 593 nm photometrisch bestimmt werden. Die ermittelten
Eisengehalte dieses Assays sind wie beim Micro-Biuret-Assay keine absoluten Werte,
sondern sind auf einen Eisenstandard bezogen. Als Eisenstandard wurde in dieser Arbeit
Mohrsches Salz (0,2 mM) verwendet.

Mohrsches Salz 0,19-2,1 mM
HCI-Losung 1% (v/v)
Ammoniumacetatlosung 7,5 % (w/v)
Ascorbinsaurelosung 4% (w/v)
SDS-L6sung 2,5 % (w/v)

Ferenlésung 1,5 % (w/v)
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Im ersten Schritt wird eine Konzentrationsreihe des Eisenstandards und des zu
analysierenden Proteins analog Tabelle 3-14 pipettiert.

Tabelle 3-14: Pipettierschema der Verdiinnungsreihe zur Bestimmung des
Eisengehaltes.

Eisenstandard (0,2 mM) Proteinprobe

Reagenz(w) | O 10 20 40 60 80 100 | 10 20 30

H204q () | 100 90 80 60 40 20 0 90 80 70

Nach Zugabe je von 100 pl HCI-Lésung wurde gemischt und fiir 10 min bei 80 °Cinkubiert.
Nach Abkilihlen der ReaktionsgefdlRe, wurden je 500 ul Ammoniumacetatlosung
hinzugefiigt, durch Vortexen vermischt und je 100 pul frisch angesetzte
Ascorbinsaurelésung dazu pipettiert. Im Anschluss wurde gevortext, je 100 ul SDS- und
Ferenlosung zugefligt und 7 min bei 13000 rpm (VWR Micro Star 17) zentrifugiert, um
mogliche Prizipitate zu pelletieren. Der Uberstand wurde vorsichtig in eine Kiivette
Uberfihrt und die Absorption bei 593 nm gegen H,0 vermessen. Auch hier wurden zur
Bildung des arithmetischen Mittels die gemessenen Eisenkonzentrationen der drei
Proteinproben verwendet.

Der Gehalt an Eisen cg, kann mittels folgender Formel ermittelt werden, nachdem die
Steigung und der Ordinatenabschnitt der Kalibriergeraden ermittelt wurde:
AProtein —b
Cre (M) = 103 X ——
¢ a X VProtein
Mit  Aprotein: Absorption der Proteinprobe bei 593 nm
a: Steigung der Ausgleichsgeraden
b: Ordinatenabschnitt
V protein: Pipettiertes Volumen der Proteinprobe in pl

Um nun Aussagen Uber die Stéchiometrie des Clusters treffen zu kdnnen, muss bekannt
sein, wieviel Eisen pro Proteinmolekiil gebunden ist. Dies kann durch folgende Formel
berechnet werden:

Cre (HM)

Anzahl Eisen pro Protein = ———————
Cprotein (UM)

Mit:  cre (UM): Konzentration an Eisen in umol/I

Cprotein (UM) : Proteinkonzentration in pmol/I
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Bestimmung des sdurelabilen Schwefelgehaltes

Zur Bestimmung des sdurelabilen Schwefelgehaltes einer Proteinprobe wurde in dieser
Arbeit die Methode nach Fogo & Popowsky, 1949 angewendet. Hier wird nicht der
Gesamt-schwefelgehalt des Proteins, der auch den Schwefel der Aminosduren
Methionin und Cystein inkludieren wurde, ermittelt, sondern nur jener im Fe/S-Cluster
enthaltene. Hierfir wurde er zunachst durch die Zugabe von Zinkacetat und
Natriumhydroxid als S*-lonen aus dem Protein gelost und anschlieBend zu
Schwefelwasserstoff umgewandelt. Jener kann wunter sauren und oxidativen
Bedingungen mit zwei DMPD-Molekiilen zu dem Farbstoff Methylenblau umgesetzt
werden. Die photometrische Quantifizierung des Farbstoffs erfolgt bei 670 nm. Als S*-
Standard wurde mit Lithiumsulfid gearbeitet.

Lithiumsulfid in NaOH (10 mM) 20 mM

Zinkacetatstamml6sung 10 % (w/v) wird vor
Gebrauch 1:10 verdiinnt.

NaOH-Lésung 7 % (w/v)

DMPD-L6sung in 5 M HCI 0,1 % (w/v)

FeCl3-Losung 10 mM

Als Standard wurde Lithiumsulfid in 10 mM NaOH geldst, sodass eine 20 mM Ldsung
entstand. Jene wurde vor Gebrauch nochmals 1:10 verdiinnt. Von dieser Loésung, sowie
von den Proteinproben, wurde eine Verdinnungsreihe nach Tabelle 3-15 erstellt.

Tabelle 3-15: Pipettierschema der Verdiinnungsreihe zur Bestimmung des Sulfidgehalts

Sulfidstandard (2 mM) Proteinprobe

Reagenz (ul) | O 5 10 15 20 25 10 20 30

H204q (ul) 200 195 190 185 180 175 190 180 170

Nach Zugabe von je 600 pl 1:10 verdiinnter Zinkacetatstammldsung und je 50 pul NaOH-
Losung wurden die Verdiinnungen durch Invertieren gemischt und fiir 15 min bei RT
inkubiert. Das gebildete weille Prazipitat wurde anschliefend durch Zentrifugation bei
13000 rpm fir 30 s (VWR Micro Star 17) pelletiert. Durch langsames Hinzufiligen von je
150 pul DMPD-L6sung und gleichzeitiges Riihren mit der Pipettenspitze wahrend der
Zugabe, wurde das Prazipitat wieder in Losung gebracht. Das Reaktionsgefal wurde
direkt nach der Zugabe von je 150 ul FeCls-Losung verschlossen, 30 s lang gevortext und
20 min bei RT inkubiert. Um die Beeinflussung der Absorptionsmessung durch
Schwebstoffe zu vermeiden, wurden die Proben vor der Messung zentrifugiert
(13000 rpm, 7 min, VWR Micro Star 17). Die Absorption wurde bei 670 nm gegen H204q
gemessen.
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Der Gehalt an Sulfid in der Probe kann mittels folgender Formel ermittelt werden,
nachdem die Absorptionen des Standards gegen die jeweiligen Konzentrationen
aufgetragen wurden und die einzelnen Punkte durch eine Trendlinie verbunden wurden.
Zur Ermittlung des Gehalts der Proben werden die Steigung und der Ordinatenabschnitt
der Kalibriergeraden bendtigt.

A in—Db
Cgz- (HM) = 103 x Protein
a X VProtein
Mit  Aprotein: Absorption der Proteinprobe bei 670 nm

a: Steigung der Trendlinie

b: Ordinatenabschnitt

V protein: Pipettiertes Volumen der Proteinprobe in ul

Um nun Aussagen Uber die Stochiometrie des Clusters treffen zu kdnnen muss bekannt
sein wieviel Sulfid pro Proteinmolekiil gebunden ist. Dies kann durch folgende Formel
berechnet werden:

Cs2- (UM)

Anzahl Sulfid pro Protein = ——————
Cprotein (MM)

Mit:  cg2- (LM): Konzentration an Sulfid in pmol/I
Cprotein (WM): Proteinkonzentration in pmol/I

3.3.5 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist ein Verfahren zur qualitativen Analyse von Proteinen. Eine Variante
stellt die diskontinuierliche SDS-PAGE dar. Hierbei unterscheiden sich Sammel- und
Trenngel anhand ihrer PorengrofRe und ihres pH-Wertes. Zunachst wandern die Proteine
durch das weitmaschigere, neutrale Sammelgel, bevor sie sich im basischen Trenngel
durch die engeren Poren auftrennen. An der Front von Sammel- zu Trenngel
konzentrieren sich die Proteine aufgrund des pH-Gradienten (Schagger & Jagow, 1987).
Um die Proben auf die SDS-PAGE vorzubereiten, wurden sie mit Probenpuffer erhitzt und
somit denaturiert. Das im Puffer enthaltene SDS lagert sich an die Seitenketten der
Proteine an, so dass sie eine gleichmaRige negative Ladungsverteilung aufweisen. Durch
Reduktionsmittel wie [B-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol (DTT) werden
Disulfidbricken gespalten. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im angelegten
elektrischen Feld ist somit von ihrer molekularen GréRe abhangig (Laemmli, 1970).

Acrylamid-/Polyacrylamidlésung Rotiphorese Gel 30 (37.5:1)
APS-(Ammoniumpersulfat)- 10 % (w/v)
Lésung
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Trenngelpuffer

Tris, pH 8,8 1,5M
SDS 13,9 mM
Sammelgelpuffer
Tris, pH 6,8 0,5M
SDS 0,4 %
Probenpuffer (2x)
Tris 0,12 M
Glycerin 20 %
SDS 4 % (w/v)
pH=6,8
DTT 200 mM

Bromphenolblau 0,02 % (w/v)

Elektrophoresepuffer (1x)

Tris 25 mM
SDS 0,1%
Glycin 0,19 M
pH = 38,3

Coomassie-Farbel6sung

Ethanol (vergallt) 45 % (v/v)
10 % (v/v)

0,25 % (w/v)

Essigsaure
Coomassie Brilliant blue G250

Coomassie-Entfarbelésung

Ethanol (vergallt) 30 % (v/v)

Essigsdure 10 % (v/v)

Coomassie-Konservierungslosung

Ethanol (vergallt) 20 % (v/v)

Glycerin 5% (v/v)

Tabelle 3-16: Pipettierschema fiir Trenn- und Sammelgel; Mengenangabe fiir 2 Gele.

Trenngel (12 %) Sammelgel (4,5 %)
H2044g 5,25 ml 3,00 ml
Trenngelpuffer 3,75 ml -
Sammelgelpuffer - 1,25 ml
Acrylamidldsung 6,00 ml 0,75 ml
TEMED 30 ul 10 ul
APS-Losung 75 ul 30 ul

Zum Anfertigen des Gels wurde zunachst das Trenngel gemischt, gegossen und mit

Ethanol Uberschichtet, um eine glatte obere Kante zu gewadhrleiten. Nach erfolgter
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Polymerisation wurde der Alkohol entfernt, die Gelkante mit H;Oq4g¢ gespiilt und
vorsichtig mit einem Filterpapier getrocknet. Danach wurde das Sammelgel dariber
geschichtet. Beim Gielen der Gele wurde darauf geachtet, dass nach Insertion des
Kammes 1 cm Sammelgel zwischen dem unterem Taschenende und dem Trenngel
vorhanden war.

Die spezialisierten Probenvorbereitungen fiir die SDS-PAGE sind, abhangig von der Art
der Probe, Kapitel 3.2.14 und 3.2.16-18 zu entnehmen. Typischerweise wurden die
Proteinproben jedoch vor der Auftragung 1:2 mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei
95 °C denaturiert. Um das Molekulargewicht der zu untersuchenden Proteine
abschatzen zu konnen, wurde ein Proteinmarker, mit unterschiedlichen Proteinen
bekannter Massen, mitgefiihrt. Wurde das Gel weiter fiir einen Western Blot verwendet,
wurde ein schon vorgefarbter Proteinmarker verwendet: Die Elektrophorese erfolgte bei
75V, bis die blau gefarbte Lauffront das Trenngel erreichte, und im Anschluss bei 100 V.
Nach erfolgter Elektrophorese ist es moglich, durch Farbung die einzelnen
Proteinbanden sichtbar zu machen. In dieser Arbeit wurde zum einen Instant Blue
verwendet. Gefarbt wurde 20-30 min auf einem Wippschittler, bis die Banden gut
sichtbar waren. Entfarbt wurde durch mehrmaliges Waschen des Gels mit HyO44. Zum
anderen wurde mit einer selbst hergestellten Coomassie-Farbeldsung gearbeitet. Hierflr
wurde das Gel auf einem Wippschittler so lange in der Farbel6sung inkubiert, bis es eine
tief blaue Farbung angenommen hatte. Entfirbt wurde mittels Coomassie-
Entfarbelosung. Bis zur Aufnahme des Fotos wurden die Gele in Coomassie-
Konservierungslosung gelagert. Fotografiert wurde mit einem
Geldokumentationssystem.

3.3.6 Western Blot und Immundetektion

Western Blot mit anschlieBender Immundetektion stellt in dieser Arbeit die Methode der
Wahl zum spezifischen Nachweis von Proteinen in bestimmten Fraktionen dar. Die SDS-
Gelelektrophorese wurde wie in Kapitel 3.3.5 durchgefiihrt. Um Proteine durch
Antikorper detektieren zu kénnen, missen die ersteren vom Gel der SDS-PAGE auf eine
Membran, die fiir alle Blots dieser Arbeit aus Nitrocellulose besteht, (ibertragen werden.
Es wurde ein Semi-Dry Blot durchgefiihrt. Das Milieu, welches die Ubertragung der
Proteine vom Gel auf die Membran gewahrleistet, wurde durch feuchte Filterpapiere
bereitgestellt. Auf Grund ihrer negativen Ladung wandern die Proteine bei Stromfluss
Richtung Anode und bleiben dabei durch hydrophobe Wechselwirkung an der Membran
haften. Der eingesetzte Primarantikdrper kann nun an dem auf der Membran haftenden
Protein binden. Am ersten Antikoérper bindet ein passender Sekundéarantikérper, an den
das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt ist. Die Meerrettich-Peroxidase
katalysiert die Bildung von O; und 3-Aminophthalat im angeregten (Triplett-)Zustand aus
H>0; und 3-Aminophthalhydrazid (Luminol). Geht 3-Aminophthalat in den (Singulett-)
Grundzustand Uber, wird die freiwerdende Energie in Form von Photonen abgegeben.
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Blot-Puffer
EtOH (mit Butanol vergallt) 20 % (v/v)
SDS 0,02 % (w/v)
Tris 20 mM
Glycin 150 mM

TBS (20 x)
NaCl 2,6 M
Tris 0,4 mM
pH=7,4

TBS-TWEEN
TBS (20 x) 5% (v/v)
TWEEN 20 1,1 % (v/v)

Ponceau-S-Losung
Ponceau S 3mM
Methanol 10 mM
Essigsaure 17 mM
Blockierl6sung
Magermilchpulver 5% (w/v)
in TBS-TWEEN
p-Cumarsdure
p-Cumarsaure 1,1 mg/ml
in DMSO
Luminol

Luminol 0,25 mg/ml

in 0,1 M Tris-HCI, pH = 8,6

Die Probenvorbereitung ist den entsprechenden Kapiteln zu entnehmen oder es wurden
20-50 pg Protein, bestimmt durch die Micro-Biuret- oder Bradford-Methode, auf das
SDS-PAGE-Gel aufgetragen.

Vor der Durchfihrung wurden die Membran und das SDS-PAGE-Gel mindestens 10 min
in Blot-Puffer aquilibriert. Auch die Saugpapiere (fir Trans-Blot Turbo: je Schicht
2x 1 mm und 1x 0,4 mm) wurden schon vorher getrankt. Wurde das Puffersystem von
Biorad verwendet, wurde das SDS-Gel vor dem Blot nicht in Blot-Puffer gelegt, sondern
direkt nach der Elektrophorese auf die Membran gelegt.

Die konventionelle Semi-Dry-Apparatur wurde folgendermalien aufgebaut: Auf die
Anodenplatte wurden vier getrankte Filterpapiere gelegt. Darauf folgten die Membran
und das Gel, gefolgt von vier weiteren Filterpapieren. Die obere Kathodenplatte wurde
durch ein Gewicht beschwert. Geblottet wurde bei konstanter Spannung mit 45 mA je
Gel fiir 70 min. Wurde mit dem Trans-Blot-Turbo gearbeitet, wurden die Filterpapiere so
gewahlt, dass eine Schicht eine Dicke von 2,4 mm aufwies. Geblottet wurde fiir 30 min
unter Verwendung des Trans-Blot-Turbo (Biorad) bei konstanten 25V, wobei die
Stromstérke bis zu 1 A angepasst wurde. Wenn kein vorgefarbter Marker benutzt wurde,
wurde das Gel wenige Minuten mit Ponceau-S-Losung angefarbt, um die Banden des
Markers sichtbar zu machen. Entfarbt wurde durch mehrmaliges Waschen mit
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TBS-TWEEN. Um die Membran auf die Immundetektion vorzubereiten und um
unspezifische Bindestellen der Membran abzusattigen, wurde Gber Nacht die Membran
mit Blockierldsung bei 4 °C auf einem Wipp- oder Rollschiittler inkubiert. Sollten auf einer
Membran mehrere Proteine gleichzeitig nachgewiesen werden, wurde nun anhand der
Markerbanden die Membran durchgeschnitten. Wenn die Zielproteine zu nah
beieinander lagen, wurden sie nacheinander detektiert. Um die Proteine durch
Chemolumineszenz detektieren zu konnen, wurden die Membranen mit den
Antikorperseren behandelt. Im ersten Schritt richtete sich dieses gegen das Zielprotein.
Hierfir wird die Membran in 5-10 ml Priméarantikorperserum (Verdiinnung siehe Tabelle
2-13) flr 2 h bei RT auf einem Wipp- oder Rollschiittler inkubiert. Nach der Inkubation
wurde die Membran finfmal fir 5 min mit ca. 10 ml TBS-TWEEN gewaschen. Die
Inkubation des Zweitantikorpers (10 ml, Verdiinnung siehe Tabelle 2-13) erfolgte fiir
1-2 h bei RT unter Schitteln. Im Anschluss wird finfmal mit TBS-TWEEN fir 5 min auf
einem Wippschiittler gewaschen.

Zur Detektion der Chemolumineszenz wurden 100 pl p-Cumarsdure zu 900 pl Luminol
gegeben. Direkt vor der Entwicklung wurden 2,5 pl H20; (30 %) dazugegeben und die
Membran fir 1 min in der Dunkelheit inkubiert. Alternativ wurde die ECL-L6sung
(enhanced chemiluminescence) von Biorad verwendet. Nach Mischen von Lésung 1 und
2 (je 400 pl pro komplette Membran, bei Fragmenten wurde die Menge entsprechend
angepasst) wurde die Membran 5 min im Dunkeln inkubiert. Die Belichtungszeit betrug
10 s—60 min, je nach emittierter Lichtintensitat. Die Detektion erfolgte mit dem Fusion
SL von Vilber Lourmat.

3.3.7 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR)

Die ESR-Spektroskopie eignet sich zur Identifizierung des Typs des Fe/S-Clusters in
Proteinen, da sich je nach Art des Clusters der Spinzustand des Eisens unterscheidet. Sie
stellte in dieser Arbeit neben der klassischen Protein UV/Vis-Spektroskopie die Methode
der Wahl dar, um den Einbau eines Fe/S-Clusters in einem Protein nachzuweisen. Die in
dieser Arbeit untersuchten [2Fe-2S]**-Cluster bestehen im oxidierten Zustand aus zwei
high-spin Fe3* mit je einem anti-parallel gekoppeltem Spin von S = 5/2, somit ergibt sich
insgesamt S =0 und die Probe ist ESR-inaktiv. Durch Reduktion mit Natriumdithionit kann
ein reduzierter Cluster erhalten werden, indem ein Eisen nun die Oxidationsstufe 2+
erhdlt. Hierfir wurde die Proteinprobe (100 pl) im anaeroben Zelt mit 200 pl
anaerobisiertem Puffer versetzt und mit Natriumdithionit (Endkonzentration 2 mM)
versetzt. Das Gemisch wurde in ein ESR-ROhrchen Uberfihrt und nach einer
Inkubationszeit von 5 min in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte
bis zur Messung der Proben ebenfalls in fllissigem Stickstoff.

Die Vermessung der Aim32- und TcAHH-Probe erfolgte tiblicherweise bei 77 K mit einer
Modulationsfrequenz von 100 kHz und einer Modulationsamplitude von 1,5 mT. Die
Mikrowellenleistung betrug 6,4-12,7 mW und die Mikrowellenfrequenz 9,43 GHz.
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Die ESR-Spektroskopie wurde in dieser Arbeit verwendet um den Einbau des [2Fe-2S]-
Clusters von Apd1 in Hefezellen zu verfolgen. Da der Clustergehalt dieser Proben nahe
am Detektionslimit der ESR-Spektroskopie liegt, wurden hier die Parameter
entsprechend angepasst. Die Mikrowellenleistung betrug 20 mW und es wurden mehr
Spektren pro Probe gemessen und addiert.

Die Proben der Redoxtitration (Kap. 3.3.11) wurden ebenfalls mittels ESR-Spektroskopie
vermessen.

3.3.8 Bildung eines Nitrosyl-Komplexes zum Nachweis eines
mononukledren Fe-Zentrums

Apd1 aus S. cerevisiae und auch das Homolog aus T. curvata verfiigen Uber verschiedene
Reste in der N-terminalen Domane, die nach unseren Untersuchungen, nicht fir die
Koordination eines Fe/S-Clusters genutzt werden. Diese Aminosauren stellen potenzielle
Liganden eines mononuklearen Nicht-Ham-Eisen-Zentrums dar. Bindet dieses Eisen-
Zentrum Stickstoffmonoxid (NO) zeigen sich im ESR-Spektrum im Niedrigfeld-Bereich bei
niedriger Temperatur (4 K) charakteristische Signale bei g = 4, die dem Nitrosyl-Komplex
zugeschrieben werden (Twilfer et al., 1985; Wolfe et al, 2001). Im oxidierten Zustand ist
es nicht moglich ein NO-Radikal zu binden, somit muss das high-spin Eisen reduziert

vorliegen.
Natriumdithionit in 1 M Tris, pH = 8,0 22 mg/ml
Natriumascorbat in 1 M Tris, pH = 8,0 4,2 M
Natriumnitrit in 1 M Tris, pH = 8,0 10,8 M

In dieser Arbeit wurde versucht der Protein-Nitrosyl-Komplex nach Bill et al.,1985 zu
erzeugen. Zu 240 pl Protein-Losung wurden im anaeroben Zelt nacheinander 30 ul
Natriumdithionit, 30 pl Natriumascorbat und 20 ul Natriumnitrit hinzugefigt. Nach einer
Inkubationszeit von 5 min wurde das Gemisch in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
in selbigem bis zur Messung gelagert.

Die Messung wurde bei 4 K von Dipl. Chem. Dominique Bechtel in unserem Arbeitskreis
durchgefihrt.

3.3.9 pKs-Wert-Bestimmung von Histidin-Liganden in [2Fe-2S]-
Proteinen

Die Bestimmung des pKs-Wertes erfolgte in dieser Arbeit auf Basis einer
UV/Vis-spektroskopischen Methode. Die zu untersuchenden Proteine wurden hierfir in
Puffern mit pH-Werten von 5,5-11 in 0,5 Schritten so verdiinnt, dass die Absorption bei
450 nm zwischen 0,1 und 0,3 lag. Der tatsachliche pH-Wert der Proteinlésung wurde
nach der Messung der UV/Vis-Spektren mit einer pH-Mikroelektrode bestimmt. Zur
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Auswertung der Spektren wurde die Differenz der Absorption bei 445 nm und 465 resp.
475 nm gegen den gemessenen pH-Wert aufgetragen. Zur Ermittlung des pKs-Wertes
wurde je nach zu untersuchendem Protein die Henderson-Hasselbalch-Gleichung oder
eine Summe aus zwei Henderson-Hasselbalch-Gleichungen zur Anwendung gebracht
(Konkle et al., 2009). Es wurde mit der Excel-Solver-Funktion und der Methode der
kleinsten Quadrate gefittet. Zur Einstellung des pH-Wertes in der Proteinlésung wurde
mit einem in unserem Arbeitskreis etablierten Puffersystem, basierend auf den Good’s
Puffern, (Good et al., 1966), gearbeitet (Bechtel, unveroffentlicht). Diese Puffer zeichnen
sich durch ihre Kompatibilitat mit biologischen Molekiilen aus.

pH-Puffer
MES 100 mM
PIPES 100 mM
HEPES 100 mM
TAPS 100 mM
CHES 100 mM
CAPS 100 mM

pH = 5,5-11 mit NaOH

3.3.10 Probenvorbereitung fiir Mof3bauerspektroskopie

Ein groBer Vorteil der °’Fe-MoRbauerspektroskopie gegeniiber der ESR-Spektroskopie ist
die Tatsache, dass alle MoRbauer-aktiven Spezies in einer Probe detektiert werden
kénnen, unabhangig vom Oxidations- oder Spinzustand. Der Nachteil dieser Methode ist,
dass die Proteinprobe mit >’Fe angereichert werden muss, was sehr kostenintensiv ist.
Des Weiteren muss die Probe sehr konzentriert vorliegen (>0,5 mM). Dieses Eisenisotop
hat aufgrund der natirlichen Isotopenverteilung nur einen Anteil von 2,2 % am
Gesamteisen und muss somit durch eine °’Fe-Lésung, die dem E. coli Ndhrmedium
zugefligt wird, angereichert werden. Nach Aufzucht, Ernte, Reinigung und
Aufkonzentration auf 250-400 ul des zu untersuchenden Proteins wird es in ein
MoRbauer Gefald Uberfiihrt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Vermessung der
Proben wurde von Dr. Christina Mdller, Dipl. Biophys. Jonathan Oltmanns und Dipl.
Biophys. Lukas Knauer aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Volker Schiinemann im
Fachbereich Physik durchgefiihrt.

Herstellung einer >’Fe-Citrat-L6sung

Im ersten Schritt wurden in einem 20 ml GlasgefaR 33,5 mg >’Fe-Pulver in 1 ml HCI (8 M)
Uber Nacht unter Riihren gelost. Um den Verlust von Flissigkeit durch Verdunstung zu
vermeiden, wurde das Gefal mit Parafilm, der einige kleine Locher zur Entweichung des
Wasserstoffs aufweist, verschlossen. Im Anschluss wird die Lésung mit 4 ml H2044 und
200 mg Trinatriumcitrat-Dihydrat versetzt. Der pH-Wert der Eisenlosung wird im letzten
Schritt auf 5-6 mit Ammoniak (25 % (w/v)) eingestellt.
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Um eine definierte Konzentration von 100 uM >’Fe dem Medium zusetzen zu kénnen,
wurde der Eisengehalt gemaR Kapitel 3.3.4 bestimmt.

3.3.11 Redoxtitration

Die Chemikalien fliir den Mediatormix wurden nach der Abwaage auBlerhalb des
anaeroben Zeltes im Zelt in anaerobisiertem H,04q4 geldst und das Gemisch im Anschluss
unter Lichtausschluss gelagert. Die Konzentration der einzelnen Mediatoren lag bei
160 uM in der Stammldsung und bei 40 uM wahrend der Redoxtitration.

Tabelle 3-17: Chemikalien des Mediatormix

Chemikalie Redoxpotential (vs. SHE)
bei pH 7
N, N, N', N'-tetramethyl-p-phenylendiamin +276 mV
Phenazinethosulfat +55 mV
Methylenblau +11 mV
Resorufin -51 mV
Indigokarmin -125mV
2-Hydroxy-1,4-naphthochinon -152 mV
Natriumanthrachinon-2-sulfonat -225mV
Phenosafranin -252 mV
Safranin T -289 mV
Neutralrot -329 mV
Benzylviologen -358 mV
Methylviologen -449 mV

Zur Ermittlung der elektrochemischen Potentiale der zu untersuchenden Protein-
gebundenen [2Fe-2S]-Cluster stellte in dieser Arbeit die Redoxtitration mit
anschlielender Messung der Proben mittels ESR-Spektroskopie die Methode der Wahl
dar. Hierfliir wurde im anaeroben Zelt ein Gemisch aus 1,25 ml Mediatormix, 3,25 ml
200 mM Puffer (Tab. 3-18) und 500 pl des Proteins (10-16 mg/ml) erstellt und 30 min
unter Ruhren inkubiert. Durch Zugaben einer variablen Menge frischer
Natriumdithionitlosung (2 mM oder 20 mM) wurde das Potential des Gemisches
schrittweise angepasst. Das jeweilige Potential wurde mit einer Redoxelektrode
(Silber/Silberchlorid; +207 mV vs. SHE) gemessen. An 10 Punkten wurde eine Probe von
300 pl entnommen, dabei wurde darauf geachtet, dass sich das Potential vor der
Probennahme stabilisierte und tber einem Zeitraum von 5 min nicht mehr als £ 2 mV
schwankte. Die in ESR-R6hrchen Uberfiihrte Proben wurden in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Messung auch in diesem gelagert. Nach der Messung der
Proben erfolgte die Auswertung durch die Auftragung der normierten g, Amplitude
gegen das gemessene Potential. Gefittet wurde mit der Nernst-Gleichung (n=1, T=298 K).
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Wie bei der Ermittlung des pKs-Wertes wurde hier die Methode der kleinsten Quadrate
angewandt und mit der Excel-Solver Funktion geldst.

Tabelle 3-18: Verwendete Puffer in der Redoxtitration.

Puffer pH
MOPS (200 mM) 6
HEPES (200 mM) 8
CAPS (200 mM) 10

3.3.12 Kristallisation von Proteinen

Die Struktur eines Proteins kann zur Aufklarung seiner Funktion fihren. Die Methode der
Wahl zur Aufklarung der dreidimensionalen Strukturen von Apd1 aus S. cerevisiae und
dem Homolog aus T. curvata stellte die Rontgenstrukturanalyse dar. Fir dieses
Verfahren werden Einkristalle des zu untersuchenden Proteins benétigt, die bestimmte
Voraussetzungen erfiillen. Die GréRe und Qualitat der Kristalle sind von entscheidender
Bedeutung fiir den Erfolg des Experimentes. Ausschlaggebend ist jedoch die
Homogenitat zur hochauflésenden Strukturanalyse (Martins, personliche Mitteilung).
Optimale Bedingungen zur Kristallisation von Proteinen sind von Fall zu Fall
unterschiedlich und lassen sich nur empirisch ermitteln. Der Prozess der Kristallisation
gliedert sich in zwei Phasen: die Keimbildung und das Keimwachstum. Fiir beide
Vorgange bendtigt man das richtige Verhaltnis von Protein zu Fallungsmittel. Ist die
Konzentration zu niedrig gewahlt findet kein Kristallisationsprozess statt, ist sie zu hoch
kommt es zur Prazipitation des Proteins. Als Fallungsmittel eignet sich prinzipiell jede
Substanz, die die Loéslichkeit des Proteins beeinflusst. Fallungsmittel sind Salze,
organische Losemittel und lang- und kurzkettige organische Polymere (McPherson et al.,
2013). Eine Haupttechnik der Kristallisation stellt die Dampfphasendiffusion dar. Hier
wird ein Tropfen, der aus einem Protein-Fallungsmittel Gemisch besteht, ohne
physischen Kontakt zu einem Reservoir aus purem Fallungsmittel in einer Kammer
versiegelt. Wasserdampf diffundiert Gber die Zeit aus dem Tropf und so erhéht sich
langsam und schonend die Konzentration des Fallungsmittels (Dessau et al., 2011), was
im Idealfall in der Initiation der Nukleation mit anschlieRendem Kristallwachstum
resultiert. In dieser Arbeit wurde die Methode des ,sitting drop” (s. Abb. 3-3 B)
angewandt. Hierbei sitzt der Tropf in einer Vertiefung.

Zur Aufreinigung verwendete Tags konnen den Kristallisationsprozess inhibieren. Die zu
analysierenden Proteine wurden daher mittels lonenaustauschchromatographie ohne
Tag und anschliefender Gelpermeationschromatographie isoliert und aufgereinigt. Der
Zellaufschluss, die Proteinaufreinigung, sowie der Kristallisationsprozess erfolgten unter
anaeroben Bedingungen.
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Abbildung 3-3: 96-Wellplatte des Kristallisationsscreenings. A: 96-Wellplate mit je zwei Wells pro
Reservoir (Quelle: www2.mrc-Imb.cam.ac.uk). B: Querschnitt eines Reservoir- und Proben-Wells, eigene
Darstellung, modifiziert nach (Armour et al., 2013).

Da die Kristallisationsbedingungen sich von Protein zu Protein unterscheiden und nur
empirisch ermittelt werden kénnen, wurden zu Beginn kommerziell erhaltliche
Screenings durchgefiihrt. Das Screening erfolgte im 96-Well-MaRstab mit 80 pl
Reservoir-Losung und einem Tropfvolumen von 0,6 ul mit gleichen Teilen Protein und
Fallungsmittel mit Hilfe eines Pipettierroboters. Die Inkubation der
Kristallisationsansatze erfolgte nach Verschluss der Platten bei 18°C unter Ausschluss von
Luftsauerstoff im anaeroben Zelt. Wurden Kristalle unter verschiedenen Bedingungen
erhalten, wurden diese unter Variation einzelner Faktoren weiter optimiert. Die
Durchfliihrung der Optimierungsscreens erfolgte manuell nach der ,sitting drop”
Methode im 48-Well-MaRstab mit einer ReservoirgréBe von 150 ul und einem
Tropfvolumen von 4 pl aus gleichen Teilen Protein- und Reservoirldsung. Nach Verschluss
der Platten wurden sie wie zuvor inkubiert.

3.3.13 Leul-spezifische Aktivitaitsmessung

Das Enzym Isopropylmalat-lsomerase (IPMI), in S. cerevisiae kodiert durch LEUI,
katalysiert den zweiten Schritt der Leucinbiosynthese: die Reaktion von 2-Isopropylmalat
zu 3-Isopropylmaleat (Hsu & Schimmel, 1984). Durch die Bildung des Intermediates
Isopropylmaleat lasst sich die Reaktion UV-spektroskopisch verfolgen. Durch die
Ausbildung der Doppelbindung ergibt eine Absorption im UV-Bereich, die bei 235 nm
verfolgt werden kann. Das Gleichgewicht der Reaktion liegt dabei auf der Bildung von
2-Isopropylmalat (Pierik et al., 2009). Somit wird aus 3-Isopropylmalat 2-Isopropylmalat
gebildet.
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Abbildung 3-4: Die Umsetzung von 3-Isopropylmalat zu 2-Isopropylmalat durch das Enzym IPM.

Leul-Puffer
TrispH=7,4 20 mM
NacCl 50 mM
sterilfiltrieren

3-Isopropylmalat-Stammlosung (10 x) 100 mM

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat von Leul wurde zunachst Gesamtzellextrakt
mittels Glasperlenaufschluss (Kap. 3.2.13) hergestellt. Jede Probe wurde in Triplikaten
gemessen. Zur Messung der Aktivitat wurden in einer UV-Kivette 970 pl Leul-Puffer und
20 pl 3-Isopropylmalat (10 mM) vorgelegt. Nach Zugabe von 3 pl Zellextrakt wurde durch
invertieren gemischt und die Reaktion Gber 2 min durch Messung der Absorption bei
235 nm verfolgt. Die spezifische Aktivitat U wurde mittels folgender Formel berechnet.

_ AE/min

e V-c
Mit  AE/min: Anderung der Absorption pro Minute
& Extinktionskoeffizient von Isopropylmaleat bei 235 nm (4,53 mM1cm™)
V: Volumen der Reaktion in ml
c: Proteingehalt der Messlésung. Angegeben in mg

3.3.14 Succinat-Dehydrogenase Aktivititsmessung

Um einen moglichen Effekt der Deletion von AIM32 auf die Succinat-Dehydrogenase-
(SDH)-Aktivitat in den Mitochondrien zu identifizieren, wurden Aktivitdtsmessungen
durchgefihrt. SDH ist Komplex Il der mitochondrialen Atmungskette und oxidiert dort
Succinat zu Fumarat (Lemire & Oyedotun, 2002). Der Komplex besteht aus den
Untereinheiten SDH1-4, wobei SDH 2 ein Fe/S-Protein darstellt. Die durch die Oxidation
gewonnenen Elektronen werden Uber Coenzym Q in der inneren Membran zu
Komplex Il transportiert, welcher Cytochrom c reduziert (Abb. 3-5). Die Weitergabe der
Elektronen an Komplex IV wird wahrend der Aktivitditsmessung durch die Zugabe von
Cyanid unterdriickt. Fortschreitende Reduktion von Cytochrom cist durch einen Wechsel
der Farbung von braun-orange zu pink zu beobachten und kann bei 550 nm detektiert
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werden. Zur Messung der Hintergrundaktivitdt wurde eine Referenzmessung mit Zugabe
von Malonat, welches die SDH inhibiert, durchgefiihrt.

O
© o CoQH, 2 Cyt ¢ Fe**
e
0]
O X . CoQ 2 Cytc Fe*
&

Abbildung 3-5: Schematische Darstellung der Reduktion von Cytochrom c durch SDH.

Puffer A

Tris pH = 8,0 50 mM
NacCl 50 mM

Puffer A + KCN
KCN in Puffer A 1mM
Natriumsuccinat in Puffer A 20 % (w/v)
Natriummalonat in Puffer A 20 % (w/v)
Cytochrom c aus Rinderherz 20 mg/ml

Die Messung der SDH-Aktivitdt wurde mit zuvor isolierten Mitochondrien durchgefiihrt.
In einer Kiivette wurden 920 pl Puffer A + KCN mit 12 pl Succinat und 50 pl Cytochrom ¢
vorgelegt. Nach Zugabe von 25 pg Protein wurde durch invertieren gemischt und die
Anderung der Extinktion tber 2 min bei 550 nm verfolgt. Zur Bestimmung der
Hintergrundaktivitdt wurden in einer neuen Kiivette Zusatze wie oben vorgelegt jedoch
mit zusatzlich 12 ul Malonat. Die Messung der Aktivitat erfolgte wie oben beschrieben.
Fir die Auswertung wurde die Extinktionsanderung der Messung um die
Extinktionsanderung der Referenzmessung korrigiert. Diese wurde mit der Formel aus
Kapitel 3.3.13 mit dem Ae (Cytochrom ¢ bei 550 nm) = 20 mM-*cm* (Pierik et al., 2009)
durchgefihrt.

3.4 Proteinexpression und Reinigung aus E. coli

3.4.1 Heterologe Proteinexpression

Heterologe Genexpression bezeichnet den Vorgang der Expression eines Gens in einem
fremden Organismus. In vorliegender Arbeit wurden Gene aus dem Organismus
S. cerevisiae oder T. curvata in E. coli exprimiert und anschlieRend die Proteine mittels
verschiedener Affinitats- oder lonenaustauschchromatographie-Schritten isoliert.
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Hierzu wurden die Gene von Interesse in verschiedene E. coli Expressionsvektoren
kloniert und anschlieBend in E. coli BL21 mit pRK-ISC-Plasmid transformiert nach
Ausplattieren auf einer geeigneten Agarplatte fiir 16 h bei 37°C inkubiert. Am nachsten
Tag wurde eine Vorkultur (50-100 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika) mit
3-5Klonen inokuliert und Giber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Die Genexpression
erfolgte nun am nachsten Tag in einem 2 |-Mal3stab in einem 5 |-Erlenmeyerkolben.
Zugegeben wurden 2 % Vorkultur, die entsprechenden Antibiotika sowie
Ammoniumeisen(lll)citrat (0,38 mM Endkonzentration) und L-Cystein Hydrochlorid
(1 mM  Endkonzentration). Bei der Kultivierung einer Kultur fur die
MoRbauerspektroskopie wurde anstatt Ammoniumeisen(lll)citrat dem Medium eine
>’Fe-Lésung (100 uM Endkonzentration) zugesetzt. Die Kulturen wurden bei 37 °C und
150 rpm inkubiert bis eine ODgoo = 0,45— 0,55 (Genesys 10UV scanning) erreicht wurde.
Danach wurde die Temperatur auf 18 °C im Falle der Proteine aus S. cerevisiae und 30 °C
fiir das Protein aus T. curvata verringert. Die Genexpression wurden mit Zugabe von IPTG
(0,5 mM Endkonzentration) induziert, da alle verwendeten Expressionsplasmide einen
T7 lac Promotor aufweisen, und tber Nacht fortgesetzt. Zur Verfolgung der Effizienz der
Expression wurden wahrend des Zellwachstums und der anschlieenden Aufreinigung zu
verschiedenen Zeitpunkten Proben fiir eine SDS-PAGE entnommen.

3.4.2 Ernte und Aufschluss von E. coli

Lysepuffer
Tris 20 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM
pH=9
Sterilfiltrieren

Puffer W
Tris 20 mM
NaCl 300 mM
pH=9
Sterilfiltrieren

Puffer A

Tris 20 mM

pH=9
Sterilfiltrieren

Nach Uberexpression iiber Nacht wurden die E. coli-Zellen geerntet (6000 g, 10 min, 4 °C,
Avanti J-26S XP, Rotor JLA-8.1000), in Puffer, entsprechend der Aufreinigungsmethode,
resuspendiert und zentrifugiert (4000 rpm, 20 min, 4°C Eppendorf Centrifuge 5810R,
Rotor A-4-62). Sollten die Proteine anaerob gereinigt werden, erfolgte das
Resuspendieren und der zweite Zentrifugationsschritt bereits im anaeroben Zelt
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(4000 rpm, 20 min, 4 °C Eppendorf Zentrifuge 5430 R, Rotor F 35-6-30). Aus einer
2 I-Kultur konnten so zwischen 4 g und 12 g Zellen gewonnen werden. Die Zellen wurden
entweder direkt aufgeschlossen oder nach Schockfrieren in fllissigem Stickstoff bei -20 °C
gelagert.

3.4.2.1 Aufschluss unter aeroben Bedingungen

Der Zellaufschluss wurde mit der French Press durchgefiihrt. Das Zellpellet wurde erneut
im entsprechenden Puffer (25-40 ml Endvolumen) resuspendiert und mit einer
Spatelspitze DNase | sowie einer PMSF-Lésung (in EtOH, 1 mM Endkonzentration)
versetzt. Um eventuell verbliebene Zellklumpen zu suspensieren, wurde die Suspension
durch eine Kaniile (0,9 mm) gedriickt. Die so vorbereiteten Zellen wurden in einer auf
4°C vorgekihlten 50 ml Zelle der French Press unter einem Druck von 1000 psi gedffnet.
Durch Ultrazentrifugation (30000 rpm 70 min, 4°C, Beckman Optima™ LE-80K
Ultrazentrifuge, Rotor Type Ti70) wurden die unloslichen Zelltrimmer von den I6slichen
Proteinen, die sich nun im Uberstand befanden, getrennt. Das erhaltene Lysat wurde nun
weiter aufgereinigt.

3.4.2.2 Aufschluss unter anaeroben Bedingungen

Der Zellaufschluss wurde hier unter Ausschluss von Luftsauerstoff im anaeroben Zelt
durchgeflhrt. Das Zellpellet wurde in 25 ml des entsprechenden Puffers aufgenommen
und mit einer Spatelspitze DNase | und Lysozym versetzt. Nach 20 min Inkubationszeit
wurde eine PMSF-Losung (s.0.) hinzugegeben. Der Zellaufschluss erfolgte mittels
Ultraschall-Homogenisator. Die Zellen, die sich zur Kiihlung auf Eis befanden, wurden 2 x
20 s sonifiziert mit einer Pause von 30 s. AnschlieRend erfolgte 5 min ein Wechsel aus 1 s
Impuls und 1 s Pause. Das weitere Vorgehen ab der Ultrazentrifugation entspricht dem
Aufschluss unter aeroben Bedingungen.

3.4.3 Aufreinigung mittels Ni-NTA-Affinitatschromatographie

Lysepuffer

Tris 20 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 10 mM
pH=9
Sterilfiltrieren

Waschpuffer
Tris 20 mM
Nacl 300 mM
Imidazol 20 mM

pH=9
sterilfiltrieren
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Elutionspuffer

Tris 20 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 250 mM
pH=9

sterilfiltrieren

Entsalzungspuffer
Tris, pH=9 20 mM
NacCl 150 mM
sterilfiltrieren

Eine schnelle und einfache Art Proteine aufzureinigen stellt die immobilisierte
Metallionen-Affinitatschromatographie dar. Diese Methode basiert auf der
Wechselwirkung zwischen Metallionen, die an einer Matrix haften und spezifischen
Seitenketten der Proteine (Bornhorst et al., 2000). Eine Variante ist die Ni-NTA
Affinitatschromatographie. Das Protein von Interesse ist entweder N- oder C-terminal
mit einem Polyhistidin-Tag (Hiss oder Hisg) fusioniert. Der fusionierte Tag bindet an
immobilisierte Ni-lonen, die durch z. B. Nitrilotriessigsdaure (NTA) an Agarose oder Resin
gebunden sind.

Fir die Reinigung eines Proteins aus einer 2 |-Kultur wurde eine leere PD10-Saule etwa
1,5 cm hoch mit Ni-NTA-Agarose beflllt. Die Saule befand sich wahrend der Reinigung
bei RT. Alle Puffer wurden vor Befiillung in die Saule auf Eis vorgekihlt. Vor Nutzung
wurde das Saulenmaterial mit 50 ml Lysepuffer aquilibriert. AnschlieRend wurde die
Packung in Lysat (s. 3.4.3) resuspendiert und in ein Falcon Giberfiihrt. Die Mischung wurde
zur besseren Bindung des Proteins an die Ni-NTA-Agarose 1h bei 4 °C auf einem
Wippschuttler inkubiert. Die Suspension wurde daraufhin wieder in die leere Saule
gefillt. Zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteine wird das abgesetzte
Saulenmaterial im Anschluss mit 50 ml Waschpuffer gewaschen. Das His-getagte Protein
wird schlieBlich mit Elutionspuffer von der Ni-NTA-Agarose eluiert. Die hohe
Konzentration an Imidazol im Elutionspuffer kann zur Prazipitation des Proteins und
Verlust des Fe/S-Zentrums fithren. Um dies zu vermeiden, muss direkt im Anschluss eine
Umpufferung vorgenommen werden. Eine PD10-Saule, welche zuvor mit 30 ml
Entsalzungspuffer aquilibriert wurde, wurde mit maximal 2,5 ml Eluat beladen und mit
Entsalzungspuffer weiter gespilt. Die Fraktion, die das Protein enthalt, wird aliquotiert,
in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Falls nétig wurde das
Proteineluat vorher aufkonzentriert.
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3.4.4 Aufreinigung mittels Strep Tactin®-Affinitats-

chromatographie

Puffer W
Tris 20 mM
NaCl 300 mM
pH=9

Puffer E
Desthiobiotin 1,35 mg/ml
in Puffer W

Puffer R
HABA 100 mM
in Puffer W

Das Prinzip der Aufreinigung mittels Strep-Tags beruht auf der Bindung von Biotin zu
Streptavidin. Der Strep-tag |l ist eine acht Aminosdauren lange Peptidsequenz
(WSHPQFEK), die eine hohe Bindeaffinitit zu dem Material Strep-Tactin, ein
Streptavidin-Derivat aufweist (Schmidt et al., 2007). Eine Verbesserung dieses Systems
stellt der Twin-Strep-Tag, da hier zwei Strep-Tag IlI-Motive durch einen Linker
(WSHPQFEK-(GGGS),SGGSA-WSHPQFEK) fusioniert sind (Schmidt et al., 2013).

Ein Saulenvolumen von ca. 2 ml Strep-Tactin Material wurde zur Aufreinigung des
Proteins aus einer 2 I-Kultur verwendet. Vor Verwendung wurde das Saulenmaterial mit
50 ml Puffer W aquilibriert. Alle Puffer waren wahrend der Aufreinigung eisgekihlt, die
Chromatographie fand hingegen bei RT statt. Das Sdulenmaterial wurde in dem, aus dem
Zellaufschluss gewonnenen, Lysat resuspendiert und zur besseren Bindung des zu
isolierenden Proteins 30 min auf einem Rollschuttler bei 4°C inkubiert. Nach
Uberfiihrung der Suspension in eine leere PD10-Siule erfolgt die Waschung der Packung
mit 50 ml Puffer W. Das gebundene Protein wird im Anschluss mit 10-15 ml Puffer E vom
Strep-Tactin eluiert. Falls notig wurde das Proteineluat im Anschluss aufkonzentriert.

Zur Regeneration des Saulenmaterials wird es im Anschluss an die Aufreinigung mit
Puffer R so lange gesplilt, bis es eine tiefrote Farbe annimmt. HABA entfernt hierbei das
Desthiobiotin aus der Bindetasche des Sdulenmaterials und wird im Anschluss durch
Waschen mit Puffer W (pH 10,5) wieder entfernt. Zum Erhalt der Langlebigkeit des
Materials wird im Anschluss mit Puffer W (pH 8) gewaschen.
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3.4.5 Aufreinigung mittels Heparinchromatographie

Puffer A
Tris 20 mM
pH=9
Sterilfiltrieren

Puffer B
Tris 20 mM
NacCl 1M

pH=9
sterilfiltrieren

Die Heparinchromatographie trennt Proteine aufgrund ihrer nativen Ladung auf. Dies
ermoglicht es das Protein von Interesse ohne Verwendung eines Tags zu isolieren. Die
Proteine binden dabei je nach Aminosaurenzusammensetzung unterschiedlich stark an
das geladene Sadulenmaterial. Durch Erhohung der lonenstirke werden gebundene
Proteine nach und nach von dem Saulenmaterial eluiert.

Heparin kann nicht nur als Sdulenmaterial fir die Affinitdts- sondern auch als
lonenaustauscher eingesetzt werden (Xiong et al., 2008). Es enthilt eine hohe Anzahl an
anionischen Sulfatgruppen, welche die Wirkung als lonentauscher erklaren.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit einer Heparin-Saule als lonentauscher gearbeitet.
Im Gegensatz zu anderen Arten der lonenaustauschchromatographie kann hier mit
einem kleinen Packungsvolumen (5 ml im Vergleich zu ca. 30 ml) gearbeitet werden.

Die Isolierung erfolgte bei RT unter Zuhilfenahme einer Akta Start. Neben der Messung
der Absorption bei 280 nm im Gerat, wurde durch Anschluss einer Durchflusskiivette in
einem zusatzlichen Photometer die Absorption bei 450 nm zur als MalR fiir den
Fe/S-Clustergehalt gemessen. Das Protein wurde mittels Fraktionssammler (2 ml pro
Fraktion) aufgefangen.

Vor Gebrauch wurde die Sdule mit 10 Sdulenvolumen Puffer A aquilibriert und das aus
Kap. 3.4.2.1/2 erhaltene Lysat filtriert (0,22 um), um eine Verstopfung der Séule durch
kleine Partikel zu vermeiden. Die Auftragung erfolgte mit 2 ml/min. Danach wurde die
Saule mit 15 Saulenvolumen, zum Herauswaschen nicht-gebundener Proteine, mit Puffer
A gespllt (3 ml/min). Die Elution (2 ml/min) der gebundenen Proteine erfolgte durch
einen Gradienten 0—100 % Puffer B in fiinf Sdulenvolumen. Durch den steigenden NaCl-
Gehalt im Puffergemisch werden die gebundenen Proteine nach und nach eluiert. Die
rotlich gefarbten Fraktionen wurden vereint und wenn nétig zu 6-8 ml aufkonzentriert
und in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zur weiteren
Aufreinigung wurde bei Bedarf eine Gelpermeationschromatographie durchgefiihrt.
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3.4.6 Gelpermeationschromatographie

Die Gelpermeationschromatographie wurde bei RT mittels einer Akta Start und der Saule
HiPrep 26/60 Sephacryl S-200 HR durchgefihrt und diente der weiteren Aufreinigung der
durch lonenaustauschchromatographie isolierten Proteine. Zu Beginn wurde die Saule
im 1,5-fachen Eigenvolumen mit einer Puffermisching aus 90 % A und 10 % B aquilibriert.
Nach Auftragung der Protein-Lésung auf die Sdule (5—-10 ml) wurde die Chromatographie
durchgangig mit obiger Puffermischung betrieben, im folgenden Puffer A/B genannt. Die
proteinhaltigen Fraktionen wurden automatisch anhand der Absorption bei 280 nm
gesammelt. Durch Anschluss einer Durchflusskiivette wurde die Absorption bei 450 nm
als MalR des Fe/S-Clustergehaltes zusatzlich gemessen. Die Fe/S-Protein-haltigen
Fraktionen wurden anhand ihrer Farbung vereinigt und mit einer Membran mit
geeigneter AusschlussgroBe konzentriert.

3.4.7 Konzentrierung von Proteinen

Fir Experimente wie die MoRBbauerspektroskopie oder durch Chromato-
graphiemethoden, die das Protein in einem relativ groBen Volumen isolieren, ist es von
Noten, die Proteinkonzentration von Prdparaten zu erhohen. Die Konzentration der
Proteine beruht auf der AusschlussgroRe des gewdhlten Konzentrators. Wassrige
Losungsmittel und niedermolekulare Verbindungen wie Puffer passieren die Membran
und die groReren Proteine werden zurilickgehalten. Wahrend der Zentrifugation wurde
das Konzentrat zwischendurch gemischt, um eine zu hohe Proteinkonzentration an der
Membranoberflache zu vermeiden. In dieser Arbeit wurden Konzentratoren mit der
AusschlussgroBe 10 kDa verwendet. Die Proben wurden so lange mit gelegentlichem
Mischen bei 4 °C zentrifugiert, bis sie das gewiinschte Volumen erreichten.
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4. Ergebnisse

4.1 Die Suche nach einem Phanotyp fiir Aaim32 und Aapd1

Die Gene AIM32 und APD1 des Organismus S. cerevisiae sind unter Standardlabor-
bedingungen nicht essenziell (Blinn, 2014). Durch Variation der Wachstumsbedingungen,
z. B. Zugabe von an-/organischen Verbindungen oder Erh6hung der Temperatur, ist es
moglich Bedingungen zu finden unter denen solche Gene essenziell werden. Ein
Phanotyp kann der erste Schritt bei der Suche nach der Funktion unbekannter Proteine
sein und stellt somit ein hohes Ziel dieser Arbeit da.

4.1.1 Einfluss der Deletion auf die Funktion mitochondrialer
und cytosolischer Enzyme

Die Deletion des Gens AIM32 resp. APD1 zeigt auf SC-Gal- oder SC-Glu-Medium keinen
Wachstumsunterschied zum Laborstamm W303-1A (WT). Die Deletionsstimme
unterscheiden sich im Vergleich zu WT weder in ihrer Verdopplungszeit (ca. 2 h in
Minimalmedium) noch nach 20 h Wachstum in ihrer End-ODsoo (ca. ODeoo = 2 in
Minimalmedium) (Blinn, 2014). Viele Aspekte der Biogenese von Fe/S-Proteinen im
Cytosol und in den Mitochondrien sind heute aufgeklart und verstanden. Jedoch gibt es
vor allem bei der Reifung cytosolischer Fe/S-Proteine noch einige Schritte, die nicht
vollkommen geklart sind. An der Biogenese von Fe/S Proteinen sind zum Teil auch Fe/S-
Proteine selbst, wie Cfd1, Nbp35, Dre2 und Narl im Cytosol oder Yah1, Isul und Isal in
den Mitochondrien, beteiligt. In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Deletion der
Zielgene auf das cytosolische [4Fe-4S]-Protein IPMI (Leul) und das mitochondriale
[4Fe-4S]-Protein SDH mittels spezifischer Enzymaktivitatsmessung ermittelt. Wenn die
Proteine Aim32 oder Apdl an der Reifung von mitochondrialen oder cytosolischen
Proteinen beteiligt sind, sollte sich dies in einer Verringerung der Aktivitat der beiden
Targetproteine widerspiegeln. Die Aktivitditsmessung von Leul wurde in
Hefegesamtzellextrakt und die SDH-Aktivitat mit (geplatzten) Mitochondrien bestimmt.
Anhand von bioinformatischen Vorhersagemodellen wird fiir Aim32 eine Lokalisation in
den Mitochondrien und fiir Apd1 im Cytosol vermutet. Da ein Teil der mitochondrialen
ISC-Maschinerie auch fiir die Reifung cytosolischer Proteine essenziell ist, wurde der
Einfluss der Deletion von AIM32 und APD1 auf die Aktivitdit von Leul untersucht.
Abbildung 4-1 zeigt auf der linken Seite die spezifische Aktivitdt von Leul des WT-,
Aaim32- und des Aapd1-Stammes. Mit 0,18 + 0,02 fir den WT und 0,19 £ 0,01 U/mg resp.
0,19 + 0,02 U/mg fur Aaim32 resp. Aapd1 zeigte sich kein Unterschied zwischen WT und
Deletionsstammen. Die spezifischen Aktivitdtsmessungen fiir SDH wurde nur mit
Mitochondrien des WT und Aaim32 durchgefiihrt. Nach erfolgter Isolation der
Mitochondrien ergab sich fir WT eine spezifische Aktivitat von 0,49 + 0,20 U/mg und fur
Aaim32 0,51 £ 0,07 U/mg. Auch in der Aktivitatsmessung dieses mitochondrialen Enzyms
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zeigt sich kein Unterschied zwischen WT und Deletionsstamm. Die Deletion von APD1
hat somit keinen Einfluss auf die Reifung eines cytosolischen und die von AIM32 nicht
jene eines mitochondrialen Fe/S-Proteins.
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Abbildung 4-1: Spezifische Aktivitatsmessung fiir Leul und SDH. Die Enzymaktivitdt fur Leul wurde von
Gesamtzellextraktproben gemessen. Die Enzymaktivitat fir SDH wurde von isolierten und geplatzten
Mitochondrien bestimmt. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung (n =2 resp. 3 fur WT).

4.1.2 Einfluss von Kupferionen auf den Deletionsstamm Aapd1

In der Literatur finden sich mehrere Belege fiir die Sensitivitat von Aapdl-Zellen gegen
Kupferionen (Entian et al., 1999; Jin et al., 2008), die aber je nach Quelle stark variiert.
Andere Studien belegen hingegen aber eine extreme Resistenz von S. cerevisiae
gegenitber Kupferionen (Foster et al., 2014). Bereits im Zuge meiner Diplomarbeit
(Blinn, 2014) wurde der Effekt von CuSOs auf das Wachstum im Deletionsstamm
untersucht. Es konnte auch mit der hochsten in der Literatur beschriebenen
Kupferionen-Konzentration (10 mM, Jin et al., 2008) kein Wachstumsphanotyp von
Aapdl im Vergleich zu WT festgestellt werden. Blackman et al. zeigten, dass Elesclomol,
ein Krebsmedikament, zusammen mit Kupferionen inhibierend auf das Wachstum von
Hefezellen wirkt (Blackman et al. 2012). Im Folgenden wurde nun das
Wachstumsverhalten von WT in Gegenwart von Elesclomol und CuSO4 untersucht. Nach
Vorwachstum in SC-Glu-Medium {ber Nacht wurden 20 ml-Kulturen mit ODeoo = 0,1
inokuliert und mit 10, 5 und 2,5 uM CuSOs sowie Elesclomol in unterschiedlicher
Konzentration versetzt. Eine unbehandelte, eine nur mit CuSO4 versetzte und eine mit
der hochsten verwendeten Elesclomol-Konzentration versetzte Kontrolle wurden
mitgefiihrt. Nach 20 h Inkubation bei 30 °C wurde das Wachstum anhand der
ODeoo-Werte ermittelt.
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Abbildung 4-2 zeigt das Wachstum von Zellen in Gegenwart von Elesclomol und CuSO4
im Vergleich zu den mitgefliihrten Kontrollen. Das Wachstum von WT unter Zugabe von
nur CuSOas resp. Elesclomol unterscheidet sich unwesentlich von jenem unbehandelter
WT-Zellen. Die Zugabe beider Substanzen resultiert in einem starken
Wachstumsphanotyp von WT. Bereits bei einer Elesclomol-Konzentration von 0,05 uM
ist ein starker Wachstumsphanotyp zu beobachten, die Zellen erreichten bei Inkubation
Gber 20 h nur eine ODsoo von maximal 0,5. Dieser starke, letale Effekt konnte bei einer
2-fach resp. 4-fach geringeren Elesclomol-Konzentration nicht gemindert werden (nicht
gezeigt). Da bereits Mengen von Elesclomol im nanomolaren Bereich in Verbindung mit
mikromolaren Konzentrationen Kupferionen zu einer starken Letalitat fihrten, wurde
dieser experimentale Ansatz nicht weiterverfolgt. Es wurden Bedingungen gesucht,
unter jenen WT-Zellen im Wachstum nicht beeintrachtigt werden und nur die
Deletionsstamme einen Wachstumsphanotyp aufweisen.

10 pM Cu?®* 5 uM Cu?* 2,5 uM Cu*

Abbildung 4-2: Wachstum von W303-Hefezellen in Gegenwart verschiedener Cu?**-lonenkonzentration
(10, 5 und 2,5 pM) und verschiedener Elesclomol-(Eles)- Konzentrationen. Nach Vorkultivierung tber
Nacht wurden die Zellen in glukosehaltigem SC-Medium verdiinnt und CuSOs sowie Elesclomol
hinzugegeben. Nach 20 h Inkubation wurde der End-ODeco-Wert ermittelt (n = 2 fir 10 uM CuSOs, sonst
einmalige Messungen).

Pearce und Sherman veroffentlichten 1999 Ergebnisse Uber den Effekt verschiedener
Metallionen auf Histidin-auxotrophe Stamme von S. cerevisiae. So zeigten jene Stamme
in Vollmedium eine héhere Sensitivitat gegenliber Cu?*-lonen als Stimme, die in der Lage
waren, Histidin zu synthetisieren. Wird jedoch dem Medium Histidin zugegeben, wird
dieser Effekt riickgidngig gemacht (Pearce & Sherman, 1999). Da Histidin im Uberschuss
im Wachstumsmedium vorhanden ist, ist es méglich, dass es GroRteil der Cu?*-lonen von
Histidin komplexiert wird und so nicht mehr toxisch auf die Zelle wirkt.

W303-1Aist durch das his3- 11,15 Allel ein Histidin auxotropher Stamm, somit muss dem
Minimalmedium Histidin (1,3 mM) zugegeben werden. An Nukleotid-Position 208 und
319 des HIS3-Genes in W303 ist je ein Guanin deletiert, was jeweils in einem Frameshift
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resultiert und so zur Translation eines nicht mehr funktionalen Proteins fiihrt. Um den
Effekt der Bindung von Cu?*-lonen an Histidin zu umgehen, wurde das HIS3-Gen von WT
und der Deletionsmutanten Aaim32 und Aapdl mittels homologer Rekombination
Lrepariert”. Es wurden Primer abgeleitet, die mittels PCR und chromosomaler DNA von
W303-1A, eine Kassette amplifizieren, die Guanine an Position 208 und 319 inserieren.
Die Kassette wies einen Uberlapp von 28 Basen am 5'- und 3‘ vor den eingefiihrten
Mutationen (Position 208 und 319) des HIS3-Gens auf, sodass eine Einflihrung mittels
homologer Rekombination moglich war.

Im Normalfall wird die korrekte Position der eingefiihrten Kassette im Genom mittels
PCR der chromosomalen DNA uberpriift, da sich die gedanderte DNA-Sequenz in der
Lange von der urspriinglichen unterscheidet und somit auf dem Agarosegel visualisiert
werden kann. Da hier jedoch nur eine subtile Veranderung von zwei zusatzlichen Basen
vorgenommen wurde, war der Nachweis mittels Agarosegelelektrophorese nicht
moglich. Abbildung 4-3 zeigt das Wachstum von W303 und W303 HIS3* im Vergleich auf
SC-Glu-Agarplatten mit und ohne Histidin im Medium. Wahrend ein Wachstum von
W303 auf Platten ohne Histidin nicht moglich war, kann W303 HIS3* ohne Histidin im
Medium wachsen, was die korrekte Insertion der Kassette belegte.

SC-Glu WALU SC-Glu WHALU

Y

Abbildung 4-3: Aufhebung der Histidin Auxotrophie von W303. Links: W303 HIS3*und W303 auf einer
glukose-haltigen SC-Agarplatte ohne Histidin im Marker-Mix. Rechts: W303 HIS3* und W303 auf einer
glukose-haltigen SC-Agarplatte mit Histidin im Marker-Mix.

W303 HISs3*

In vorherigen Versuchen (Blinn, 2014) konnte der ECso-Wert von CuSOs auf 4 mM
festgelegt werden. Diese Konzentration gibt jene Konzentration an Cu-lonen wieder, die
zu einer Inhibierung des Wachstums um die Halfte fihrte. Es wurden WT-Zellen
vorkultiviert und in einem 20 ml Kolben mit ODeoo = 0,1 inokuliert. Nach Zugabe der
jeweiligen CuSOs-Menge wurden die Kulturen fiir 20 h bei 30 °C kultiviert. Abbildung 4-4
belegt, dass der ECso-Wert von CuSOs fir den HIS3*-WT-Stamm ohne Histidin im
Medium, nun ca. 4-fach auf 1-1,25 mM gesunken ist.
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Abbildung 4-4: Wachstum HIS3*"WT-Zellen in Gegenwart von variablen CuSOs-Konzentrationen.
Inkubiert wurde in glukosehaltigem SC-Medium mit geeignetem Marker Mix ohne Histidin. Nach 20 h
Inkubation wurde der End-ODeoo-Wert ermittelt.

Jedoch bot dieser experimentelle Ansatz durch die immer noch sehr hohe Cu-Resistenz
nicht die geeignete Grundlage fiir weiterfliihrende Experimente mit Aapd1.

4.2 Chemogenetische Screens

Zur Phanotypisierung der Deletionsstamme Aaim32 und Aapd1 wurde im Folgenden eine
chemogenomische Datenbank namens HIPHOP der Giaever und Nislow Laboratorien der
Universitat von Toronto (Lee et al., 2014) zur Anwendung gebracht. Auf der Website
(chemogenomics.pharmacy.ubc.ca) finden sich Ergebnisse zu Screens nach Zugabe 3356
unterschiedlichen Chemikalien. Die Ergebnisse sind unterteilt in eine HIP-
(haploinsufficiency profiling) und HOP- (homozygous profiling) Kategorie. Es wird der
Fitness defect score (FD) flir jeden der 1095 heterozygoten resp. 4810 homozygoten
Deletionsstimme angegeben. Dieser Wert (°log des Wachstumsverhéltnisses) ist ein
Mald fir das Wachstum des Deletionsstammes in der Gegenwart einer chemischen
Verbindung im Vergleich zu dem unbehandelten Stamm. Ein positiver Wert steht fiir eine
Wachstumsbeeintrachtigung eines Deletionsstammes in Anwesenheit einer Substanz,
ein Wert von 0 bedeutet das Wachstum des Stammes ist unbeeinflusst von der
Verbindung. Ein negativer Wert wiirde somit ein besseres Wachstum des
Deletionsstammes in der Gegenwart einer Substanz reprasentieren.

Lee et al. nutzten fir die 3356 individuellen Screens Pools der 1095 heterozygoten resp.
4810 homozygoten Deletionsstimme. Die jeweiligen Pools wurden nach Vorwachstum
mit der zu testeten Verbindung versetzt und weiter kultiviert. Nach finf Verdopplungen
des homozygoten Pools resp. 20 Verdopplungen des heterozygoten Pools, wurden die
Zellen automatisch geerntet und die beiden Pools vereint. Nach Lyse der Zellen und
Extraktion der genomischen DNA wurden spezifische molekulare Tags mittels PCR
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amplifiziert. Bei jeder experimentellen Gruppe wurden neben den mit der Chemikalie
behandelten Zellen mehrere Kontrollen mitgefiihrt. Der oben beschriebene FD wird vom
Verhaltnis des Tag-Signales der behandelten Proben und dem Signal der Kontrollproben
abgeleitet.

4.2.1 Chemogenomischer Screen fiir Apd1

Abbildung 4-5 zeigt die Ergebnisse von Lee et al. fir den Aapd1 Stamm. Auf der Y-Achse
ist der FD aufgetragen. Mit einem Wert von 22,4 ist der Hit fiir den Redoxpotentiator
2,3,4-Trihydroxybenzophenon (Gallobenzophenon) am signifikantesten. Der néachst-
hohere Wert resultiert durch 2,3,4-Trihydroxy-4'-ethoxybenzophenon, ebenfalls ein
Redoxpotentiator. Der Screen fiir Gallobenzophenon wurde mit einer Konzentration von
83,6 uM, der fir 2,3,4-Trihydroxy-4'-ethoxybenzophenon bei 70 uM durchgefiihrt.

24
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Abbildung 4-5: Effekt von 3356 Substanzen auf das Wachstum des Aapd1-Stammes. Die Daten wurden
von der Homepage (https://www.ggcnlab.com/hip-hop) heruntergeladen und verarbeitet. 1:
Gallobenzophenon, 2: 2,3,4-Trihydroxy- 4'-ethoxybenzophenon, 3: Purpurogallin-4-Carbonsaure, 4: 2-(2,3-
Dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl)-1-(2,3,4-trihydroxyphenyl)ethanon, 5: (3-Ethoxyphenyl)-(2,3,4-trihydroxy-
phenyl)methanon.

Als Kontrollen des Effekts der Deletion von APD1 resp. AIM32 wurde, im Rahmen dieser
Arbeit, in die jeweiligen Stamme ein Plasmid mit einer Kopie des Gens unter der Kontrolle
des natiirlichen Promotors resp. ein Leerplasmid transformiert. Als natiirlicher Promotor
wird in dieser Arbeit ein Abschnitt von ca. 500 Basen vor dem Zielgen definiert. Damit
wurden die Hochdurchsatz-Daten von Lee et al. mit einem spezifischen Experiment
verglichen. Fir diese Arbeit wurden wachstumsinhibierende Bedingungen fiir den
Aapd1-Stamm gesucht, die durch Expression einer Plasmidkopie komplementiert
werden konnen. Nach Vorwachstum in Flissigmedium, wurden die Zellen auf
Agarplatten mit unterschiedlich hoher Gallobenzophenon-Konzentration getlipfelt. Als
Kontrolle diente eine unbehandelte Agarplatte. Abbildung 4-6 A zeigt, dass bereits
25 uM Gallobenzophenon bei Aapd1 zu einer starken Wachstumshemmung fiihrten. WT
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und Aaim32 wuchsen bis zu einer Konzentration von 50 uM Gallobenzophenon in der
Agarplatte nahezu ohne Wachstumsphanotyp. Eine Plasmidkopie von APD1, aber nicht
von AIM32, war in der Lage den Wachstumsphanotyp zu komplementieren.
Interessanterweise ist auch WT mit transformiertem Leerplasmid bei einer
Konzentration von 100 uM Gallobenzophenon nicht mehr lebensfahig, aber sehr wohl
Aapd1 und Aaim32 mit einer Plasmidkopie von APD1 unter der Kontrolle des natirlichen
Promotors. Moglicherweise ist die zellulare Apdl-Konzentration bei Expression von
einem 416np-Plasmids hoher als unter physiologischen Bedingungen. Zur Uberpriifung
wurde ein Western Blot durchgefiihrt, bei dem 20 pg Gesamtzellextrakt von WT und
Aapd1 transformiert mit 416npAPD1 aufgetragen wurden. Die Apd1-Bande in Abbildung
4-6 B wies in der Spur des Zellextraktes von Aapdl mit der Plasmidkopie von APD1 eine
hohere Intensitat auf als in jener des WT.
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Abbildung 4-6: Tiipfeltest von WT, Aapd1 und Aaim32 in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen
Gallobenzophenon. A WT oder die Deletionsstimme wurden mit einem Leerplasmid oder
416np-Plasmiden, die die Gene fir APD1 resp. AIM32 enthielten, transformiert. Serielle 10-fach
Verdinnungen von flissigen Vorkulturen in SC-Glu-Medium wurden auf SC-Glu-Agarplatten mit
Gallobenzophenon, in den angegebenen Konzentrationen, getilipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer
Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert. B Immunoblot. Aufgetragen wurden 20 pg
Gesamtproteinkonzentration des Zellextraktes von WT resp. Aapd1 transformiert mit einem Leerplasmid
oder 416np-Apdl. Mittels Western-Blot und Immundetektion wurde das Protein von Interesse mit
spezifischen Antikorpern detektiert.

4.2.2 Chemogenomischer Screen fiir Aim32

Mit Hilfe der von Lee et al. veroffentlichten Daten wurde ebenfalls nach einer Substanz,
die einen Wachstumsphanotyp fiir Aaim32 verursacht, gesucht. Abbildung 4-8 zeigt, die
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FD Scores von Aaim32 inkubiert mit verschiedenen Chemikalien. Im Vergleich zu jenen
Werten des Aapdl-Screens sind weniger Verbindungen gefunden worden die starke
Wachstumsanderungen erzeugten und ebenfalls keine so hohe Inhibierung des
Wachstums wie bei Aapdl durch 86 pM Gallobenzophenon verzeichnet. Die hochste
Wachstumsinhibition wird durch ein fluoriertes Methansulfonamid-Derivat (1 in Abb.
4-7), welches nicht kommerziell erhdltlich war, erreicht. Die zweithochste
Wachstumsinhibition wird durch das Indolalkaloid Harmalin (2 in Abb. 4-7), mit einer
Konzentration von 0,73 uM, verursacht.

Aaim32
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Abbildung 4-7: Effekt von 3356 Substanzen auf das Wachstum des Aaim32-Stammes. Die Daten wurden
von der Homepage (https://www.ggcnlab.com/hip-hop) heruntergeladen und verarbeitet. 1: N-(3,4-
Difluorophenyl)-1-(4-methylphenyl)methansulfonamid, 2: Harmalin, 3: N-[1-(2-
Methylphenyl)benzimidazol-5-yl]thiophen-2-carboxamid, 4: N-[4-(1-Adamantyl)-1,3-thiazol-2-yl]-1-(4-
octoxyphenyl)methanimin, 5: Ethyl 2-[2-[[2-(4-bromophenoxy)acetyl]amino]-1,3-thiazol-4-yl]acetat.

Zur Analyse des Effektes dieser Chemikalie auf den Deletionsstamm Aaim32, wurde ein
Leerplasmid sowie ein Plasmid mit einer Kopie des Gens unter der Kontrolle des
naturlichen Promotors transformiert. Eine WT-Kontrolle mit transformiertem
Leerplasmid wurde mitgefihrt. Nach Vorwachstum wurden die Hefezellen auf
Agarplatten mit unterschiedlich hoher Harmalin-Konzentration sowie einer Platte ohne
diese Substanz aufgetragen. Die im High-Throughput Screen erzeugte synthetische
Letalitdt von Harmalin konnte durch dieses spezifische Experiment nicht reproduziert
werden. Es wurde von Beginn an mit einer Uber sechsmal héhere Konzentration der
Chemikalie, als im HIPHOP-Screen, gearbeitet, die bis auf das 250-fache erhdht wurde,
jedoch konnte keine Differenzierung des Wachstumsverhaltens von Aaim32 im Vergleich
zu WT festgestellt werden. Abbildung 4-8 verdeutlicht den geringen Wachstumseffekt
von Harmalin auf die in diesem Screen verwendeten Stamme. Die anderen Chemikalien
der Hits des Screens (3: N-[1-(2-Methylphenyl)benzimidazol-5-yl]thiophen-2-
carboxamid, 4: N-[4-(1-Adamantyl)-1,3-thiazol-2-yl]-1-(4-octoxyphenyl)methanimin, 5:
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Ethyl 2-[2-[[2-(4-bromophenoxy)-acetyllamino]-1,3-thiazol-4-yl]acetat ) fir den Aaim32-
Stamm standen fir Experimente nicht zur Verfligung, da sie nicht kommerziell erhaltlich
waren.
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Abbildung 4-8: Tiipfeltest von WT und Aaim32 in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen
Harmalin. WT oder der Deletionsstamm wurden mit einem Leerplasmid oder 416np-Plasmid, das das Gen
flir AIM32 enthielt, transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von fliissigen Vorkulturen in SC-Glu-
Medium wurden auf SC-Glu-Agarplatten mit Harmalin, in den angegebenen Konzentrationen, getipfelt.
Die Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.

Dennoch konnte durch Nutzung der chemogenomischen Datenbank von Lee et al.
Wachstumsbedingungen fiir den Aaim32-Stamm gefunden werden, die zu einer
synthetischen Letalitdt flihrten, die aber durch eine Plasmidkopie des Gens wieder
aufgehoben werden kann. Ein moglicher Ansatz solche Wachstumsbedingungen fir den
Aaim32-Stamm zu generieren konnte aus einer Studie liber das Malariamedikament
Primaquin von Laléve et al. abgeleitet werden. Aus den publizierten Daten geht hervor,
dass Asod2-Hefezellen, welche eine Sensitivitdat gegenliber dieser Substanz besitzen,
durch die Uberexpression zweier Gene, AIM32 resp. MCR1, geschiitzt werden (Laléve et
al., 2016). Wenn Aim32 in einer intermolekularen Beziehung zu Sod2 steht, ware es
moglich, durch Deletion beider Gene eine synthetische Letalitat zu erzeugen. Im Zuge
dessen wurde das Gen SOD2 aus WT und Aaim32 mittels Insertion einer Genkassette aus
dem Genom deletiert. Da Aaim32 bereits einen heterologen Marker, die Nat-Kassette,
tragt, musste zur Generierung des Doppeldeletionsstammes ein auxotropher Marker
herangezogen werden. Die Wahl fiel auf die Insertion der HIS3MX6-Kassette (Janke et
al., 2004), die dem HIS5-Gen aus Schizosaccharomyces pombe, welches fahig ist einen
HIS3-auxotrophen S. cerevisiae-Stamm zu komplementieren, entspricht. Diese Kassette
besteht aus drei verschiedenen Genabschnitten und wurde mittels PCR aus dem Plasmid
pYM15 amplifiziert. An der 5‘-Seite befindet sich der Promotor unter dessen Kontrolle
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die Expression des darauffolgenden HIS5-Gens steht und an der 3‘-Seite schlieRt sie
durch den Terminator ab. Zur Insertion wurden Primer, die 50 bp komplementar mit dem
auszutauschenden Genabschnitt sind, verwendet (vgl. Abb. 4-9 A, rote Markierung).

A Sod2-checkl Sod2-check2

sod2-Gen
‘ 702 bp \

4 1062 bp \

R Sod2-check2

HIS3MX6-Kassette
1347 bp

! 1747 bp

B GroRe M WT Asod2  Aaim32Asod2

Abbildung 4-9: Deletion von SOD2 aus der genomischen DNA von WT und Aaim32. A Schema der
chromosomalen DNA vor und nach der Insertion der Kassette. B Agarosegelelektrophorese der mit
chromosomaler DNA amplifizierten PCR-Fragmente zur Verifizierung der Deletionsstamme.

Die Uberpriifung der korrekten Insertion der Kassette innerhalb der genomischen DNA
erfolgte nach chromosomaler DNA-Praparation und PCR mit Primern, die vor und nach
dem Zielgen platziert sind. Abbildung 4-9 A zeigt eine schematische Darstellung des
Austausches der beiden DNA-Fragmente. Das PCR-Produkt des WT sollte 1062 bp lang
sein und jenes des Asod2-Stammes 1747 bp. Der erfolgte Austausch der DNA-Fragmente
kann so durch Agarosegelelektrophorese visualisiert werden. Das analytische Agarosegel
in Abbildung 4-9 B zeigt den GroRRenunterschied der amplifizierten Genabschnitte in WT
und den Asod2-Stammen. Zur Etablierung des neuen Deletionsstammes Asod2 und der
Doppeldeletionsmutante Aaim32Asod2 wurde nun das Wachtumsverhalten unter
Standardlaborbedingungen Uberprift. Als ersten Schritt wurde eine Wachstumskurve
Uber 9 h erstellt, die das Wachstumsverhalten der neuen Deletionsmutanten mit jenem
von WT und Aaim32 vergleicht. Zur Kultivierung im 50 ml-MaRstab wurden Hefezellen
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Uber Nacht in SC-Glu-Medium herangezogen und am nachsten Morgen zu ODgoo = 0,1 in
frischem Medium verdinnt.
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Abbildung 4-10: Wachstumskurve von WT, Asod2 und Aaim32Asod2. WT, Asod2 und Aaim32Asod2
wurden mit einem Leerplasmid resp einem Plasmid, das eine Kopie des Gens AIM32 unter der Kontrolle
des endogenen Promotors tragt, transformiert. Nach Vorkultivierung tGiber Nacht wurden die verwendeten
Stdamme zu ODeoo = 0,1 verdlinnt. Die Hefezellen wurden in glukosehaltigem SC-Medium kultiviert. Das
Wachstum wurde Gber 9 h mittels stiindlicher ODeoo-Messung verfolgt (n = 3).

Nach der Vorkultivierung tGber Nacht waren alle Nahrstoffe verbraucht. WT und Asod2
befinden sich bis zu drei Stunden nach Inokulation in der Lag-Phase (Latenz Phase). Nach
Anpassung im Medium findet der Ubergang in die Log-Phase (Exponentielle Phase) statt.
Die Verdopplungszeit bleibt in dieser Phase lber mehrere Generationen konstant.
Innerhalb dieser Phasen wurde stlindlich das Wachstum der Zellen anhand ihrer ODsggo
bestimmt. Der Verlauf der Kurve in Abbildung 4-10 macht deutlich, dass die Deletion von
S0D2 keinen erheblichen Einfluss auf das Wachstumsverhalten im Vergleich zum WT
hatte. Die gleichzeitige Deletion von AIM32 und SOD2 resultierte jedoch in einem starken
Wachstumsphanotyp, der durch die Transformation einer Plasmid-getragenen Kopie von
AIM32 nur unvollstiandig komplementiert werden kann.

Tabelle 4-1: Verdopplungszeiten der verschiedenen Stamme (n = 3).

Stamm + Plasmid Verdopplungszeit (h)
WT +@ 2,22+0,11
Asod? + @ 2,18 + 0,09
Aaim320sod2 + @ 5,46 +0,28

Aaim32Asod2 + 416npAIM32 4,17 +0,18
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Dieser Effekt verdeutlicht sich, wenn die Daten der Wachstumsmessung zur Berechnung
der Verdopplungszeit (Tabelle 4-1) herangezogen werden. Aaim32Asod2 mit
transformierten Leerplasmid bendtigt ca. 2,5-mal mehr Zeit sich zu verdoppeln als WT-
Zellen. Dieser Effekt kann nicht durch eine Plasmid-getragene Kopie von A/M32
vollstandig komplementiert werden. Hier ist die Verdopplungszeit fast doppelt so lange
im Vergleich zu WT.
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Abbildung 4-11: End-ODeoo: von WT, Asod2 und Aaim32Asod2. Nach der Prozedur beschrieben unter Abb.
4-10 beschrieben, wurden die Zellen fiir 15 h weiter kultiviert und der End-ODeoo gemessen (n = 3).

Dies wird auch aus den End-ODeoo-Werten aus Abbildung 4-11 ersichtlich. WT und Asod2
wachsen bis zu einer ODeoo von Uber 2, wohingegen Aaim32Asod2 mit Leerplasmid nur
einen Wert von 0,8 erreicht. Durch Komplementierung des Stammes mit einer
Plasmidkopie von AIM32 kann eine End-ODggo auf 1,5 beobachtet werden. Die Zelldichte
des Stammes hat sich im Vergleich zum Leerplasmid verbessert, ist aber immer noch um
30% geringer als bei WT- oder Asod2-Zellen. Zur weiteren Charakterisierung der SOD2-
Deletionsstaimme wurde ihre Lebensfahigkeit auf verschiedenen Kohlenstoffquellen
untersucht. Es wurden Glukose als fermentative und Galaktose und Glycerin als nicht-
fermentative Kohlenstoffquelle gewadhlt. Ethanol wurde nicht in die Wahl der
Kohlenstoffquelle miteinbezogen, da in der Literatur eine Sensitivitat von Asod2 fiir
Wachstum auf Ethanol gezeigt wurde (Costa et al.,, 1993). Fir weitere Experimente
wurden Bedingungen benétigt, die einen Phanotyp durch die Deletion von AIM32
verursachen.
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Abbildung 4-12: Tiipfeltest auf verschiedenen Kohlenstoffquellen. Nach Vorwachstum in fliissigem
glukosehaltigem SC-Medium wurden am nachsten Tag WT, Aaim32, Asod2 und Aaim32Asod2 auf SC-
Agarplatten mit verschiedenen Kohlenstoffquellen in einer seriellen 1:10 Verdiinnung, aufgetragen. Die
Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.

WT- und Aaim32-Zellen waren fdhig Glukose, Glycerin und Galaktose zu
verstoffwechseln. Der Asod2-Stamm war in der Lage auf Glukose und Glycerin zu
wachsen, jedoch zeigte sich auf SC-Galaktose-Platten ein signifikantes Wachstumsdefizit.
Die Doppeldeletionsmutante zeigte bereits auf der SC-Glukose-Agarplatte ein leichtes
Wachstums-defizit gegentiber WT-Zellen und ist nicht lebensfahig auf SC-Galaktose-
oder SC-Glycerin-Medium. Aus diesem Grund konnte kein Tipfeltest nach den
Bedingungen von Laleve et al. durchgefiihrt werden. Es wurde aufgrund der Inviabilitat
von Aaim32Asod2 auf SC-Platten mit einer nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle mit
Glukose als Kohlenstoffquelle gearbeitet.
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Abbildung 4-13: Tiipfeltest auf SC-Glukose-Platten mit unterschiedlicher Primaquin Konzentration.
Aaim32, Asod2, Aaim32Asod2 und Aapdl1Asod2 wurden mit einem Leerplasmid oder 416np-Plasmid,
welches das Gen fiir Aim32 enthielt, transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von flissigen
Vorkulturen in SC-Glu-Medium wurden auf SC-Glu-Agarplatten mit Primaquin, in den angegebenen
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Konzentrationen, getiipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C
fotografiert. Oben links ist die Strukturformel von Primaquin dargestellt.

Abbildung 4-13 zeigt das Wachstumsverhalten der verschiedenen Stamme unter dem
Einfluss von 0,1-2 mM Primaquin. Unter den gewahlten Bedingungen mit Glukose als
Kohlenstoffquelle konnte fir keinen der ausgewdhlten Stamme ein signifikantes
Wachstumsdefizit festgestellt werden. Der bei Laleve et al. beschriebene Effekt des
Medikamentes auf Asod2 kénnte somit auch auf die verwendete Kohlenstoffquelle
zurlickzuflihren sein. Flr weitere Experimente ist ein AIM32-defizienter Stamm von
Noten, daher wurde mit diesem Konzept nicht weitergearbeitet.

Da mit dem Redoxpotentiator Gallobenzophenon ein signifikanter Phanotyp fir den
Stamm Aapd1 erzielt wurde, wurde auch der Einfluss auf Aaim32Asod2 untersucht.
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Abbildung 4-14: Tipfeltest von Aaim32Asod2 mit Gallobenzophenon. WT, Aapd1, Aaim32, Asod2 und
Aaim32Asod2 wurden mit einem Leerplasmid oder 416np-Plasmiden, welche das Gen fiir Aim32 resp. Apd1
enthielten, transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von flissigen Vorkulturen in SC-Glu-Medium
wurden auf SC-Glu-Agarplatten mit Gallobenzophenon in den angegebenen Konzentrationen, getiipfelt.
Die Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.

In Abbildung 4-14 zeigen WT, Aapd1 und Aaim32 transformiert mit einem Leerplasmid
oder einer Plasmidkopie von AIM32 resp. APD1 das schon bekannte Wachtumsverhalten
auf einer glukosehaltigen SC-Agarplatte mit Gallobenzophenon (vgl. Abb. 4-6). WT und
Aaim32 sind bis zu einer Konzentration von 50 uM in der Agarplatte lebensfahig, nicht
aber Aapd1. Diese Letalitdt konnte durch Transformation eines Plasmides mit einer Kopie
des Gens gerettet werden. Wurde SOD2 aus dem Genom deletiert, fihrte dies zu einem
dhnlichen Phanotyp. Die Doppeldeletionsmutante Aaim32Asod2 zeigte wie Aapdl ab
einer Gallobenzophenon Konzentration von 25 uM einen starken Wachstumsphanotyp,
der bei 50 uM Gallobenzophenon in kompletter Letalitat der Zellen resultierte. Jene
konnte nur durch eine Kopie von AIM32, nicht aber von APD1 komplementiert werden.
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Somit waéren die Bedingungen fiir weitere Screens mit dem Aaim32Asod2-Stamm
gefunden, jedoch zeigt auch Asod2 einen Phanotyp. Dieser lasst die abschliefende
Beurteilung, ob die Wachstumsinhibition durch die Deletion von SOD2 oder AIM32
verursacht wird, nicht zu. Eine weitere potenzielle Substanz wurde in Pyrogallol
gefunden. Die Struktur der Chemikalie hat den Phenolring mit Gallobenzophenon
gemeinsam und stand im Chemikalienbestand des Labors zur Verfiigung.
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Abbildung 4-15: Tiipfeltest Aaim32Asod2 auf SD-Agarplatten mit und ohne Pyrogallol. WT, Aapd1,
Aaim32, Asod2 und Aaim32Asod2 wurden mit einem Leerplasmid oder 416np-Plasmiden, welche das Gen
far Aim32 resp. Apd1 enthielten, transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von flissigen Vorkulturen
in SC-Glu-Medium wurden auf SC-Glu-Agarplatten mit Pyrogallol in den angegebenen Konzentrationen,
getlipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.

Nach Vorkultivierung Gber Nacht wurden WT, Aaim32, Aapd1, Asod2 und Aaim32Asod2,
transformiert mit 416-Plasmiden mit einer Kopie von APD1 resp. AIM32 oder ohne Gen
auf SC-Glu-Agarplatten mit variabler Pyrogallol Konzentration getlipfelt. In Abbildung
4-15 ist das Wachstumsverhalten der Stamme auf Festmedium dargestellt. WT, Aaim32
und Aapd1 waren fahig auf Agarplatten mit Konzentration von 100 uM Pyrogallol ohne
Inhibition zu wachsten. Bei einer Konzentration von 200 uM zeigte sich ein schwacher
Wachstumsphéanotyp bei Aaim32 und Aapdl, der jedoch durch eine Plasmidkopie des
Deletierten Gens komplementiert werden konnte. Das Wachstum der
Einzeldeletionsmutante Asod2 zeigte unter Einfluss von Pyrogallol, im Gegensatz zu
Gallobenzophenon, keine Beeintrachtigung. Die Doppeldeletionsmutante Aaim32Asod2
zeigte zwar schon auf der Kontrollplatte eine leichte Wachstumsinhibition, welche aber
bei steigender Pyrogallol-Konzentration weiter zunahm. Mit transformiertem
Leerplasmid war bei 25 uM nur noch ein minimales Wachstum feststellbar und 50 uM
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fihren zum Zelltod. Durch Transformation eines Plasmids mit einer Kopie von AIM32
konnte der Wachstumsphanotyp auf Festmedium vollstandig komplementiert werden.

Somit konnten in diesem Teil der Arbeit Bedingungen generiert werden, unter denen die
bei Standardlaborbedingungen nicht essenziellen Gene AIM32 und APD1 zur Viabilitat
von S. cerevisiae von Noten sind.

4.3 Identifizierung der Fe/S-Clusterliganden in vivo

Aim32 und Apdl aus S. cerevisiae sind potenzielle Fe/S-Proteine. Bioinformatische
Studien zeigten die Similaritat der C-terminalen Domane der beiden Proteine zu TLF’s.
Apd1 besitzt insgesamt neun Cysteine, von denen drei in der C-terminalen TLF-artigen
Domane lokalisiert sind. Das Protein Aim32 verfligt Giber finf Cystein-Reste, wobei sich
auch hier drei in der C-terminalen Domane befinden. Im Sequenzvergleich sticht hervor,
dass die Cysteine von Apd1 an Position 207 und 216 und jene von Aim32 an Position 213
und 222 den Cysteinen von A. aeolicus TLF an Position 10 und 23 entsprechen (Abb.
4-16).

10 23 56 60

TLF
33 44 48 95 110 128 207216 255259 309
Apdl
38 40 213222 249253291
Aim32

1 203 311

Abbildung 4-16: Schematischer Sequenzvergleich des TLF (A. aeolicus) mit Aim32 und Apd1l.
Hervorgehoben sind die Clusterliganden des TLF sowie die potenziellen Liganden in Aim32 und Apd1.

Die beiden anderen Fe/S-Cluster koordinierenden Cysteine 56 und 60 in A. aeolicus TLF
entsprechen aber in Aim32 resp. Apd1 Uberraschenderweise Histidin-Resten. Durch
heterologe Genexpression in E. coli konnte in beiden Proteinen ein [2Fe-2S]-Cluster
nachgewiesen werden (Stegmaier, 2017). Die spektroskopische Untersuchung von Apd1-
Varianten, in denen die Histidine 255 und 259 zu Cysteinen mutiert sind, konnten jene
als Liganden des Fe/S-Clusters in vitro identifizieren (Stegmaier et al., 2019). Die
Identifizierung in vivo und die Analyse der Liganden des [2Fe-2S]-Clusters von Aim32 sind
bisher noch nicht Gegenstand weiterer Untersuchungen gewesen und werden in dieser
Arbeit vorgenommen. Die Wirkungsweise von Fe/S-Proteinen steht oft im direkten
Zusammenhang mit dem Fe/S-Cluster. Durch die Phanotypisierungsexperimente
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beschrieben in Kapitel 4.2 konnten Bedingungen gefunden werden, die den Nachweis
der potenziellen Liganden des [2Fe-2S]-Clusters der beiden Proteine in vivo ermaoglichte.

4.3.1 Apd1

In der Dissertation von Frau Dr. Kathrin Stegmaier wurden mittels spektroskopischer
Untersuchungen von rekombinanten Apdl-Varianten die Histidine 255 und 259 als
Liganden des [2Fe-2S]-Clusters identifiziert. Tang et al. veroffentlichten Studien, in denen
die N-terminalen Cysteine an Position 44 und 48 als weitere potenzielle Liganden des
[2Fe-2S]-Clusters von Apd1 aufzeigen. Gegen diese These spricht allerdings das UV/Vis-
Spektrum dieser Apdl-Variante, das die typischen Maxima eines [2Fe-2S]-Clusters
aufweist und sich im Vergleich zum WT Spektrum nicht verandert hat (Tang et. al. 2015).
Zur |dentifizierung der Cysteinliganden in vivo wurden im Zuge dieser Arbeit Varianten
von APD1 auf einem 416-Plasmid angefertigt, bei denen alle Cystein-Reste und zwei
Histidin-Reste als potenziell Fe/S-Cluster koordinierende Aminosauren mutiert wurden.
Nach Transformation der Plasmide in Aapdl konnte die Funktionalitdt der Mutanten
mittels Uberpriifung der Viabilitdt der Hefezellen unter Apd1l-essenziellen Bedingungen
festgestellt werden.
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Abbildung 4-17: Tiipfeltest zur Identifizierung der Clusterliganden in Apd1. WT und Aapdl wurden mit
einem Leerplasmid oder 416np-Plasmiden, welche das Gen fiir Apdl resp. dessen Mutanten enthielten,
transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von fliissigen Vorkulturen in SC-Glu-Medium wurden auf SC-
Glu-Agarplatten mit Gallobenzophenon in den angegebenen Konzentrationen, getiipfelt. Die Agarplatten
wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.
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Die Deletion von APD1 resultierte in einer Letalitdt der Zellen auf SC-Glu-Agarplatten mit
50 uM Gallobenzophenon, die aber durch eine Plasmid-Kopie des Gens, wie bereits unter
4.2.1 gezeigt, komplementiert werden konnte. Zur Identifikation der Clusterliganden
wurden die neun Cysteine des Proteins und die Histidine an Position 255 und 259 jeweils
zu Alanin mutiert. Wurde eine Aminosadure mutiert, die keine Rolle an der Bindung des
Fe/S-Clusters Ubernimmt, &nderte sich das Wachstumsverhalten der Zellen auf
glukosehaltigen SC-Agarplatten mit 50 uM Gallobenzophenon gegeniber der
Kontrollplatte nicht. Wurden die Cysteine 207 oder 216 sowie die Histidine 255 und 259
zu Alaninen mutiert, resultierte dies in einem Phanotyp, der der Deletion des Genes
gleicht. Die Cysteine an Position 33, 95 110 und 128 im N-terminalen Bereich hatten
keinen oder nur einen geringen Einfluss auf das Wachstum von Apd1 in diesem Screen
(Abb. 4-17). Wurden die von Tang et al. publizierten, potenziellen Clusterliganden C44
und C48 zu Alanin mutiert, resultierte dies zwar einem leichten Wachstumsphanotyp,
aber nicht in gleicher Starke wie die Deletion der C-terminalen Cysteine an Position 207
und 216. Im Anschluss wurden, neben den von Frau Dr. Kathrin Stegmaier identifizierten
Histidinen, auch noch Varianten jener Histidine gefertigt, die im Sequenzvergleich von
Aim32 und Apd1 konserviert sind. In Apd1 sind dies die Histidine an Position 66, 92 und
209. Die Mutation der Histidine 66 und 92 zu Alanin hatte keinen Einfluss auf das
Wachstum von Aapdl auf SC-Glu-Agarplatten mit 50 uM Gallobenzophenon. Die
Mutation H209A hingegen flihrte einer Inviabilitat von Aapd1 unter diesen Bedingungen.
Dieser Effekt konnte eine indirekte Folge einer Strukturdanderung im Bereich der
koordinierenden Cysteine an Position 207 und 216 sein (Abbildung 4-18).
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Abbildung 4-18: Tipfeltest fiir Mutanten der konservierten Histidin-Reste in Apdl. Vorgehensweise
siehe vorherige Abbildung.

4.3.2 Aim32

Zur Identifizierung der Clusterliganden von Aim32 in vivo wurden die Kodons fir die
potenziell ligierenden Aminosauren auf Plasmiden zu Alanin-Kodons mittels gezielter
Mutagenesen umgewandelt und nach Transformation des Plasmids auf ihre Funktion
Uberprift. Hierbei wurde jedes Cystein und die Histidine 249 und 253 auf einem 416-
Plasmid, auf dem Aim32 unter der Kontrolle des endogenen Promotors kodiert ist,
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mutiert. Nach Transformation in Aaim32Asod2 resp. die Kontrollen WT und Asod?2 zeigt
Abbildung 4-19 das Ergebnis des Tipfeltestes unter Aim32-essenziellen Bedingungen,
nach Vorkultivierung in flissigem, glukosehaltigem SC-Medium. WT und Asod2 zeigten
keine Wachstumsinhibierung auf Agarplatten mit 100 pM Pyrogallol. Die
Doppeldeletionsmutante Aaim32Asod2 hingegen war unter diesen Bedingungen nicht
lebensfahig. Diese synthetische Letalitdt konnte jedoch durch eine Plasmid-getragene
Kopie des Gens komplementiert werden. Wird nun ein Clusterligand zu Alanin mutiert,
sollte dies erneut in einer synthetischen Letalitdit des Doppeldeletionsstammes
resultieren. Die Mutation an Position 38, 40 resp. 291 hatte keinen oder nur geringen
Einfluss auf das Wachstum von Aaim32Asod2. Wurden hingegen die Cysteine 213 und
222 oder die Histidine 249 und 253 zu Alaninen mutiert, resultierte dies im gleichen
Phanotyp, als ware ein Plasmid ohne AIM32-Genkopie transformiert worden. Die
Cysteine an Position 207 und 216 sowie die Histidine an Position 249 und 253 scheinen
somit essenziell fiir die Funktionalitat des Proteins zu sein und kdnnen als potenzielle
Clusterliganden angenommen werden.
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Abbildung 4-19: Tupfeltest zur Identifizierung der Clusterliganden von Aim32. WT, Asod2 und
Aaim32Asod2 wurden mit einem Leerplasmid oder 416np-Plasmiden, welche das Gen fiir Aim32 resp.
dessen Mutanten enthielten, transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von flissigen Vorkulturen in
SC-Glu-Medium wurden auf SC-Glu-Agarplatten mit Pyrogallol in den angegebenen Konzentrationen,
getlipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.

Zusatzlich zu den Histidinen an Position 249 und 253 im Protein wurden auch Alanin-
Varianten der restlichen Histidine gefertigt, die im Sequenzvergleich von Aim32 und
Apd1 konserviert sind. In der Aminosaurensequenz von Aim32 sind dies die Histidine an
Position 62, 90 und 215. Auf SC-Glu-Agarplatten mit 100 uM Pyrogallol war weder das
Histidin an Position 62 noch 90 essenziell fir das Wachstum, sind also nicht an der
Koordination des [2Fe-2S]-Clusters beteiligt. Die Mutation H215A verursachte einen



109
Ergebnisse

Wachstumsphéanotyp, der aber wie bei H209A bei Apd1 auf eine Strukturdnderung der
Clusterbindedomane in der Nahe der Cysteine 213 und C222A zurlickzufiihren sein
kdnnte (Abb. 4-20). Dieses Ergebnis bekraftigt die Rolle der Histidine 249 und 253 an der
Clusterbindung.
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Abbildung 4-20: Tiipfeltest fiir Mutanten der konservierten Histidin-Reste in Aim32. Vorgehensweise
siehe vorherige Abbildung.

4.3.3 Substitution der Histidin-Liganden zu Cysteinen in vivo

Die Substitution der Histidin-Liganden zu Cysteinen in Aim32 und Apd1 resultiert in einer
Anderung der spektroskopischen und elektrochemischen Eigenschaften der
rekombinant aus E. coli gereinigten Proteine, da durch die Mutation eines Histidins zu
Cystein MitoNEET- und durch die Mutation beider Histidine in Cysteine Ferredoxin-artige
Cluster generiert werden (Kap. 4.7 und Stegmaier et al., 2019). Durch Expression dieser
Mutanten in S. cerevisiae sollte die Bildung und Funktion dieser MitoNEET- und
Ferredoxin-artigen Cluster bei Apdl in vivo nachgewiesen werden. Auf einem 416-
Plasmid unter der Kontrolle des natiirlichen Promotors wurden die Histidine 255 und 259
von Apd1 entweder einzeln oder zusammen zu Cysteinen mutiert. Nach Transformation
in Aapd1 und Vorkultivierung in SC-Glu-Medium wurden die Zellen auf Agarplatten mit
und ohne 50 uM Gallobenzophenon getlipfelt. Das Wachstum auf der Platte wurde nach
2 Tagen verglichen. Aapdl mit transformierter WT-Kopie von Apdl zeigte keinen
Wachstumsphanotyp in Gegenwart von 50 um Gallobenzophenon im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Die Zellen mit transformierten Leerplasmid oder einer Alanin-
Mutante sind hingegen unter diesen Bedingungen nicht lebensfahig. Dies gilt jedoch
auch fur die Cystein-Mutanten (Abb. 4-21). Durch die Zugabe von 50 uM
Gallobenzophenon werden Apd1l-essenzielle Bedingungen geschaffen und nur Zellen mit
einem funktionsfahigem Apd1 kénnen Uberleben.
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Abbildung 4-21: Tiipfeltest fiir Histidin zu Cystein-Varianten von Apd1. WT und Aapd1 wurden mit einem
Leerplasmid oder 416np-Plasmiden, welche das Gen fiir Apdl resp. dessen Mutanten enthielten,
transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von fliissigen Vorkulturen in glukose-haltigem SC-Medium
wurden auf SC-Agarplatten mit Glukose und Gallobenzophenon in den angegebenen Konzentrationen,
getlipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.

Fir die Letalitat der Zellen mit transformierten Cystein-Mutanten ergeben sich zwei
potenzielle Erklarungen. Zum einem wirkt sich der Austausch eines Liganden auf das
Redoxpotential aus. Somit kann der Cluster von Apdl moglicherweise nicht mehr
reduziert werden und der Elektronentransport, welcher einer der haufigsten Aufgaben
von Fe/S-Proteinen darstellt, ware unterbrochen. Zum anderen besteht die Moglichkeit,
dass der Cluster in vivo in Hefe, im Gegensatz zur heterologen Expression in E. coli, labil
ist oder nicht eingebaut wird, das Protein also in seiner Apoform vorliegt und somit seine
Funktionalitat verliert. Zur Uberpriifung welche der Hypothesen vorliegt, muss der
Einbau des [2Fe-2S]-Clusters in Aapd1 liberprift werden. In unserem Arbeitskreis wurde
eine Methode etabliert, Fe/S-Cluster in vivo mittels ESR-Spektroskopie nachzuweisen
(siehe Kap. 4.6). In WT-Zellen ist es nicht moglich das Apd1 ESR-Signal zu detektieren, da
die Kopiezahl von Apd1 mit ca. 3000 Molekiilen pro Zelle (Breker et al., 2013) unter dem
Detektionsminimun des Spektrometers liegt. Zur Uberexpression von APD1 und dessen
Varianaten in Hefe wurden aus diesem Grund Konstrukte gefertigt, die die Expression
eines Gens unter die Kontrolle des starken FBA1-Promotors stellen. FBA1 ist das Gen der
Fruktose-Bisphosphat Aldolase und das dadurch kodierte Fbal liegt mit fast 100000
Kopien pro Zelle weit Gber dem Expressionsniveau von Apdl. Zwischen Promotor und
Gen wurde ein Hisg-Tag mit anschlieRender TEV-Protease-Schnittsequenz eingefligt.
Nach Transformation in Aapd1 wurden Zellen zur Zellextraktpraparation herangezogen.
Nach Lyse der Zellen mittels Glasperlen wurde der pH-Wert des Zellextraktes (pH = 7)
der drei Varianten und des WT mittels vorsichtiger Zugabe von NaOH auf pH 8,3-8,5
eingestellt, da Natriumdithionit unter diesen Bedingungen am effektivesten reduziert
(Mayhew, 1978) und die Cystein-Einzelmutanten ein niedriges Redoxpotential von
ca. -400 mV bei pH 8,5 aufweisen. Das Potential der Doppelmutante liegt mit -525 mV
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deutlich tiefer (Stegmaier et al. 2019). Die bei 77 K gemessenen Spektren sind in
Abbildung 4-22 A dargestellt. Die Variante H255C und die Doppelmutante zeigten nur
ein schwaches ESR-Siganal. Dies konnte durch unzureichende Reduktion mit
Natriumdithionit oder einen fehlenden [2Fe-2S]-Cluster erklart werden. Die H259C-
Mutante zeigt hingegen ein Signal, dass im Bereich des magnetischen Feldes von
350-360 mT jenem der aus E. coli gereinigten Variante (Stegmaier, 2017) dhnelt. Die
Expression aller Varianten wurde mittels Western Blot und Immundetektion von Apd1
bestatigt (Abb. 4-22 B).
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Abbildung 4-22: Uberexpression von Apdl und Varianten in S. cerevisiae. A Aapd1 wurde mit einem
Leerplasmid oder 426rsa-Plasmiden, welche das Gen fiir Apdl resp. dessen Mutanten enthielten,
transformiert. Nach 40 h Kultivierung wurde eine Gesamatzellextraktprdaparation mit 0,5 g Zellen
durchgefiihrt. Die Zellextrakte (pH = 7) wurden vorsichtig mit NaOH (10 pl, 1 M) auf pH 8,3-8,5 eingestellt.
Die Proben wurden unter anaeroben Bedingungen mit 2 mM Natriumdithionit reduziert und in ein ESR-
Rohrchen (iberfiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min auf wurde die Probe in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Messung in diesem gelagert. B Nachweis der Expression von Apd1 mittels
Immundetektion: Es wurden je 25 ug Gesamtzellextrakt analysiert.

Die g-Werte in Tabelle 4-2 verdeutlichen diese Tatsache fiir die H259-Mutante.
Vergleicht man die gy- und g.-Werte der Zellextraktprobe mit jenen aus rekombinant
gereinigtem Apd1, so waren diese nahezu identisch. Der g«~-Wertes konnte nicht zum
Vergleich herangezogen werden, da in den Zellextraktproben in diesem Bereich ein
starkes Radikalsignal detektiert wurde.
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Tabelle 4-2: g-Werte der H259C-Variante in vivo.

In vivo H259C Recombinant H259C (Stegmaier, 2017)
9y 1,929 1,928
gz 1,904 1,904

In diesem Teil konnte somit gezeigt werden, dass die Substitution der ligierenden
Histidine in Apdl durch Cysteine in einem Verlust der Funktion in vivo resultiert.
Zumindest fiir die H259C Variante konnte durch die ESR-Spektroskopie gezeigt werden,
dass ein [2Fe-2S]-Cluster inkorporiert wird.

Werden die Histidin-Liganden von Aim32 zu Cysteinen mutiert, resultiert dies in einer
Letalitat der Zellen in der Gegenwart von 100 uM Pyrogallol, die der Deletion gleicht
(Abb. 4-23). Somit kann, wie im Falle von Apd1 vermutet werden, dass die Mutation in
einer Anderung des Redoxverhaltens oder in einer fehlenden Insertion des Clusters
resultiert.
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Abbildung 4-23: Tiipfeltest der Histidin zu Cystein-Varianten von Aim32. WT und Agim32Asod2 wurden
mit einem Leerplasmid oder 416nr-Plasmiden, welche das Gen fiir Aim32 resp. dessen Mutanten
enthielten, transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von flissigen Vorkulturen in SC-Glu-Medium
wurden auf SC-Glu-Agarplatten und Pyrogallol in den angegebenen Konzentrationen, getiipfelt. Die
Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.

Eine Uberpriifung des Clustereinbaus dieser Cystein-Varianten in Hefezellen wurde nicht
mittels ESR-Spektroskopie untersucht. Bei der Transformation des Plasmids 4261pHAim32
wurden weniger und auch kleinere Transformanten erhalten. Auch konnte die
Transformation dieses hoch-Kopiezahlplasmids die Sensitivitat gegenliber Pyrogallol
nicht riickgangig machen (Abb. 4-24). Méglicherweise ist die Uberexpression von Aim32
letal fur die Hefezellen.
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Abbildung 4-24: Uberexpression von Aim32 in S. cerevisiae. WT und Aaim32Asod2 wurden mit einem
Leerplasmid oder 4261o1AIM32 transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von fliissigen Vorkulturen in
SC-Glu-Medium wurden auf SC-Glu-Agarplatten und Pyrogallol in den angegebenen Konzentrationen,
getlipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.

4.4 High-Copy-Suppressor Screen

Bis heute ist die Funktion der Gene AIM32 und APD1 aus dem Organismus S. cerevisiae
unbekannt. Um jene zu erschlieRen, wurde in dieser Arbeit ein ,,High copy Suppressor
Screen“ durchgefiihrt. Bei dieser Anwendung wird in eine Mutante, die unter
bestimmten Bedingungen nicht lebensfahig ist, z.B. eine ,,High-copy” Plasmid Bibliothek
transformiert. Durch Selektion unter diesen restriktiven Bedingungen enthalten alle
Uberlebenden Zellen Plasmide, die eine WT-Kopie des Gens oder aber ein fremdes Gen,
dass durch die Uberexpression den Phinotyp rettet, tragen (Forsburg et al., 2001).

Flr diese Arbeit wurde eine cDNA-Bibliothek verwendet, die unter Regulation des GAL1-
Promotors in einem zentromeren Plasmid mit URA3-Marker steht (Liu et al., 1992). Zu
Beginn wurde die Bibliothek in E. coli amplifiziert. Nach DNA-Maxi-Praparation wurde die
Integritat des Eluats mittels eines Screens auf das HIS3-Gen Uberprift. In der Original-
Veroffentlichung wurde das HIS3-Gen innerhalb von 60000 Transformanten 5-mal
wiedergefunden. Zur Reproduktion dieses Experimentes wurden 2 pg Plasmid DNA in
2 ml kompetente Hefezellen transformiert und auf 20 SC-Gal-WAL Platten ausgestrichen.
Eine zusatzliche Platte mit WHAL-Marker diente als Zahlplatte. In diesem Ansatz wurden
31000 £ 2000 Transformanten gezahlt, wobei acht das HIS3-Gen enthielten. Die cDNA-
Bibliothek gilt als geeignet fiir das Screening, wenn bei 5 ug transformierter DNA 50000
Transformanten erreicht werden (Antony Bretscher Labor, personliche Mitteilung). Die
amplifizierte cDNA-Bibliothek damit kann fiir einen ,Suppressor-Screen” verwendet
werden.

4.4.1 High-Copy-Suppressor Screen Apd1

Um einen High-copy-Suppressor fiir die Deletion von APD1 zu identifizieren, war es notig
unter restriktiven Bedingungen zu selektieren. APD1 ist unter
Standardlaborbedingungen kein essenzielles Gen. In Gegenwart von 50 uM
Gallobenzophenon zeigte sich im Tlpfeltest die Letalitat des Aapdl Stammes und eine
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Plasmidkopie des Gens komplementierte den Phanotyp (Kap. 4.2.1). Da ein Tiipfeltest
jedoch erst nach Transformation der Plasmid-DNA und Vorkultivierung der Hefezellen
durchgefihrt wird, wurde im Vorfeld tberpriift, ob eine Plasmidkopie von Apdl die
synthetische Letalitdit auch schon wahrend des Transformationsprozesses
komplementieren kann. Hierflir wurde in den Aapd1-Stamm ein Leerplasmid sowie ein
416-Plasmid transformiert, auf dem das Gen APD1 unter der Kontrolle des natirlichen
Promotors kodiert ist. Ausgestrichen wurde auf SC-Gal-WHAL-Agarplatten mit und ohne
50 uM Gallobenzophenon, um die Bedingungen des cDNA-Screens widerzuspiegeln.
Abbildung 4-25 zeigt das Koloniewachstum nach 3 Tagen bei 30 °C. Der Stamm mit
transformierten Leerplasmid war unter dem Einfluss von 50 uM Gallobenzophenon nicht
lebensfahig, wohingegen die Zellen mit Plasmid-kodierter Kopie des Gens auf
Agarplatten mit Gallobenzophenon eine dhnliche Koloniebildung aufwiesen wie auf der
Kontrollplatte ohne Gallobenzophenon.

Aapd1
9 416,,Apd1

+ Gallobenzophenon  + Gallobenzophenon - Gallobenzophenon

Abbildung 4-25: Uberpriifung der Bedingungen fiir den cDNA-Screen von Aapd1. Transformiert wurde
das Gen APD1 auf einem 416-Plasmid unter der Kontrolle des natiirlichen Promotors sowie ein Leerplasmid
in den Aapd1-Stamm auf SC-Gal-Agarplatten mit und ohne Gallobenzophenon.

Flir den cDNA-Screen wurde eine Hefetransformation von Aapd1 in ,groRem” Malstab
durchgefihrt. Da fur einen aussagekraftigen Screen 5 ug DNA transformiert und die
Zellen auf 50 Gallobenzophenon-Platten und eine Zahlplatte ohne Gallobenzophenon
ausplattiert werden sollen, wurde der Ansatz flr eine Transformation auf 51
hochgerechnet. Im Unterschied zu einer normalen Hefetransformation erfolgte der
Hitzeschock (42 °C) und das anschlieBende Vorwachsen der Zellen (30 °C) in einem 20 ml-
Kolben im Schiittelinkubator. Nach Transformation erfolgte die Inkubation fiir 3 Tage bei
30 °C. Auf der Zahlplatte bildeten sich in dieser Zeit >1000 Kolonien aus, was fiir eine
erfolgreiche Transformation der cDNA-Bibliothek spricht. Auf den 50 Gallobenzophenon-
Agarplatten wuchsen insgesamt 90 Kolonien. Um falsch-positive Ergebnisse zu
minimieren und um die Zellausbeute fiir weitere molekular-biologische Untersuchungen
zu erhohen, wurden die einzelnen Kolonien auf Gallobenzophenon-Agarplatten mit
Galaktose als Kohlenstoffquelle ausgestrichen. Da die Zellen auf jenen Platten standigem
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Selektionsstress ausgesetzt waren, wurde die Klone nach einer Inkubationszeit von
3 Tagen auf SC-Glu-Agarplatten Uibertragen. Zur Uberpriifung, ob das transformierte
Plasmid eine Kopie von APD1 oder einem fremden Gen enthdlt, wurde eine PCR
durchgefiihrt. Dafiir wurde zunichst, nach Kultivierung einer 20 ml Ubernachtkultur,
DNA aus den Hefezellen isoliert. Die Zellen wurden mittels Zymolyase lysiert und die
freigesetzte DNA im Anschluss liber eine Silica-Saule aufgereinigt. Die fiir die PCR
verwendeten Primer waren APDI-(forward Primer) und Vektor-(reverse Primer)
spezifisch. Das analytische Agarosegel nach erfolgter PCR gab Aufschluss lber das
kodierte Gen. War eine Bande zu detektieren konnte auf eine APD1-Kopie geschlossen
werden. War keine Bande zu beobachteten, war dies auf ein Gen, welches nicht APD1
entsprach oder auf eine nicht funktionierende PCR zuriickzufiihren. Von den 90
Uberlebenden Transformanten wurden insgesamt 60 mittels PCR tberprift. In Abbildung
4-26 ist als Beispiel das analytische Agarosegel der Uberpriifung der PCR der Klone 11-20
dargestellt. Da in den Spuren von Klon 17 und 19 keine Bande zu erkennen war, war es
moglich, dass ein anderes Gen als moglicher Suppressor im Plasmid vorlag.

Abbildung 4-26: Analytisches Agarosegel der PCR des cDNA-Screens. Aufgetragen wurden 10 pl PCR-
Produkt.

Die isolierte DNA war rein genug um in superkompetente NEB10-f3 Zellen transformiert
zu werden. Nach erfolgter Plasmid-DNA-Isolierung aus E. coli wurde das codierende Gen
auf dem Plasmid mittels Sequenzierung identifiziert. Die Isolation der DNA aus Klon 17
kodiert fir CDC19 (Pyruvatkinase) und Klon 19 fiir HSC82 (cytosolisches Chaperon der
Hsp90 Familie). Zur Uberpriifung, ob es sich bei den Plasmiden wirklich um Suppressoren
handelt, wurden sie abermals in Aapd1 transformiert und auf SC-Gal-Agarplatten mit und
ohne Gallobenzophenon ausgestrichen (Abb. 4-27).

Als Positivkontrolle diente Klon 25, ein Plasmid, das durch Sequenzierung bestatigt, flr
APD1 kodiert. Nach 3 Tagen Inkubationszeit war auf den Gallobenzophenon-Agarplatten
nur bei Klon 25 Koloniewachstum zu erkennen. Bei den moglichen Suppressor-
Kandidaten, in Abbildung 4-27 sind beispielhaft Klon 17 und Klon 19 dargestellt, waren
keine Kolonien ausgebildet. Somit handelt es sich moglicherweise bei den Zellen, die die
Selektion mit Gallobenzophenon (iberlebten, um Zellen, deren gDNA wahrend des
Screens so mutierte, dass diese Mutation Aapdl eine Resistenz gegeniiber
Gallobenzophenon verlieh. Da die Identifikation solcher Mutationen sehr schwierig ist,
wurden diese Ansatze nicht weiterverfolgt.
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Aapd1
Klon17 (codiert fiir CDC19) Klon19 (codiert fiir HSC82)

+ Gallo - Gallo + Gallo - Gallo

Aapdil
Klon25 (codiert fiir APD1)

+ Gallo - Gallo

Abbildung 4-27: Transformation der Klone 17, 19 und 25 des cDNA-Screens auf Platten mit und ohne
Gallobenzophenon. Inkubiert wurde 3 Tage bei 30 °C.

4.4.2 High-Copy-Suppressor-Screen fiir Aim32

AnschlieBend sollte der cDNA-Screen auf den Stamm Aaim32Asod2 angewendet werden.
Aus Abbildung 4-12 (Kap. 4.2.2) ist jedoch ersichtlich, dass diese
Doppeldeletionsmutante auf Galaktose als Kohlenstoffquelle nicht Gberleben kann. Es
konnte kein Wachstum der Zellen im Tipfeltest beobachtet werden.

Da aber die Zugabe von Galaktose im Medium unvermeidbar ist, um die Genexpression
zu induzieren, wurde mithilfe des Klons 25 des Apd1-cDNA-Screens ein Verhaltnis von
Glukose zu Galaktose ermittelt, bei der die Genexpression noch induziert ist. Es wurden
dafir Aapdi-Zellen, transformiert mit Klon 25 des cDNA-Screens, unter Apdl-
essenziellen Bedingungen, d. h. Zugabe von 100 uM Gallobenzophenon, in einer SC-
Flassigkultur mit unterschiedlichem Verhaltnis von Glukose zu Galaktose kultiviert.
Anhand von Abbildung 4-28 A ist ersichtlich, dass ein Verhdltnis von 1:1 Glukose zu
Galaktose ausreicht, um den GALI-Promotor zu aktivieren. Im Folgenden wurden
Aaim32Asod2 Zellen auf ihr Wachstum in unterschiedlicher Galaktose-Glukose-
Zusammensetzung untersucht. Auch hier ist nach Abbildung 4-28 B zu erkennen, dass je
gleiche Teile Galaktose und Glukose zur Kultivierung gentigten. Der End-ODegoo war zwar
um ca. 30 % verringert, aber auch bei einer Erh6hung der Glukose Konzentration auf 90 %
ergab sich kein besseres Wachstum.
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Abbildung 4-28: Vorexperimente fiir den cDNA-Screen mit Agim32Asod2. Gemessen wurde die ODsoo nach
22 h Inkubation bei 30 °C. A Wachstum von Aapd1 transformiert mit Klon25 in Gegenwart von 100 uM
Gallobenzophenon und verschiedenen Gal/Glu Verhéltnissen. Rot: Kontrollen ohne Zugabe von 100 uM
Gallobenzophenon. Blau: Variationen des Gal/Glu-Verhiltnisses bei Zugabe von 100 uM Gallobenzophenon.
B Wachstum von Aaim32Asod2 in 0-100 % Glu (entspricht 20 g/l Glukose) resp 100-0 % Gal (entspricht 20 g/I
Galaktose).

Der cDNA-Screen wurde analog Kapitel 4.4.1 durchgefiihrt. Jedoch wurde hier mit
100 uM Pyrogallol-haltigen Agarplatten gearbeitet und das Verhaltnis von Galaktose zu
Glukose betrug 1:1. Nach drei-tagiger Inkubationszeit bei 30 °C konnten ca.
800 Transformanten auf der Kontrollplatte beobachtet werden. 52 Transformanten
waren in der Lage die synthetische Letalitdt der Doppeldeletionsmutante auf den 50
Pyrogallol-haltigen Platten zu kompensieren. Zur Vermeidung falsch-positiver Klone
wurden die Suppressor Kandidaten auf Pyrogallol-haltige SC-Gal-Agarplatten
Uberstrichen. Danach wurden sie auf SC-Glu-Agarplatten tibertragen. Nach Isolierung der
Plasmid DNA, wurde mittels PCR Uberpriift, ob die Kompensation auf einer
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transformierten Kopie von AIM32 oder einem unbekannten Gen beruht. Durch einen
AIM32-spezifischen und einen Vektor spezifischen Primer wurde dies verifiziert. Von den
52 Kandidaten waren, anhand der Banden in den PCRs, 28 kein AIM32-haltiges Plasmid.
Zur weiteren ldentifikation mittels Sequenzierung sollte nun die Plasmid-DNA dieser
Klone in superkompetente NEB1OB-Zellen transformiert werden. Dies war,
wahrscheinlich verursacht durch geringe Plasmid-DNA Konzentration, trotz mehrerer
Versuche und Variation der Transformationsbedingungen nicht moglich.

4.5 Lokalisierung von Aim32 und Apd1

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde bioinformatisch untersucht, ob die Proteine Aim32 oder
Apdl aus S. cerevisiage (iber N-terminale Targetingsequenzen verfligen, die einen
Transport in die Mitochondrien veranlassen wiirden. Diese Vorhersagemodelle
berechnen anhand der Proteinsequenz einen Mitoprot Score (Claros, 1995; Savojardo et
al., 2020), der die Wahrscheinlichkeit einer Lokalisation in den Mitochondrien ausdriickt.
Fiir Apd1 liegt der Mitoprot Score bei 0,00641. Dieser niedrige Wert deutet auf ein
cytosolisches Protein hin. Der fiir Aim32 liegt bei 0,9793, ein hoher Wert, der auf eine
Lokalisierung innerhalb der Mitochondrien hinweist. Zur Verifizierung dieser
Vorhersagen wurden verschiedene Fraktionierungen von A/M32 und APDI
exprimierenden Hefezellen durchgefiihrt. Da beide Proteine nur in geringer Anzahl in der
Zelle vorkommen, war es nicht moglich die Lokalisierung in WT-Zellen durchzufiihren. Es
wurde daher mit den Deletionsstimmen, in die ein 2p-Plasmid mit einer Kopie des Gens
transformiert wurde, gearbeitet. Um die Proteinkonzentration dennoch auf einem
moderaten und im Falle von Aim32 nicht toxischen Level zu halten, wurde unter der
Kontrolle des natiirlichen Promotors exprimiert. Zur Untersuchung der Lokalisation der
Proteine wurde eine Mitochondrienprdparation (Kap. 3.2.15), bei der die cytosolische
Fraktion, als PMS, ebenso wie die Mitochondrien aufgefangen wurde, durchgefiihrt.
Abbildung 4-28 zeigt die Immundetektion mittels Western Blot der verschiedenen
Fraktionen. Als Marker fiir die verschiedenen Kompartimente dienten dabei Mia40, ein
mitochondriales Protein des Intermembranraums, llv5, ein mitochondriales Matrix-
Protein, Leul, ein cytosolisches Protein und Sod1, ein Protein, das im Cytosol als auch in
den Mitochondrien lokalisiert ist. Die Marker-Proteine konnten entsprechend den
Erwartungen in den jeweiligen Fraktionen detektiert werden. Mia40, welches in der
SDS-PAGE ungleich seiner molekularen Masse detektiert wird (personliche Mitteilung,
Dr. Katja Hansen), namlich bei 58 kDa anstatt 44 kDa, und Ilv5 waren in der
mitochondrialen Fraktion angereichert. Leul war hauptsachlich in der cytosolischen
Fraktion zu detektieren wohingegen Sod1 sowohl in der mitochondrialen als auch in der
cytosolischen Fraktion angetroffen wurde. Diese Analyse spricht fiir eine gelungene
Fraktionierung der Hefezellen. Apd1 war bei einem Molekulargewicht von etwas liber
32 kDa in der Fraktion PMS zu detektieren und ist somit ein cytosolisches Protein (Abb.
4-29 A). Aim32 war in den Mitochondrien angereichert (Abb. 4-29 B) und konnte bei
einem Molekulargewicht von etwas unter 32 kDa detektiert werden.
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Abbildung 4-29 Lokalisierung von Aim32 und Apd1 in S. cerevisiae. 426npAPD1 (A) und 426npAIM32 (B)
wurden in Aapdl resp. Aaim32 transformiert. Die Zellen wurden mittels Mitochondrienprédparation
fraktioniert und 50 pg jeder Fraktion (T: Total, Zellextrakt; PMS: post-mitochondrialer Uberstand; M:
mitochondriale Fraktion) mit TCA (25 % Endkonzentration) 10 min auf Eis prazipitiert. Nach 2-maligem
Waschen in Aceton wurden die Pellets in 1 x Probenpuffer resuspendiert und eine SDS-PAGE wurde
durchgefiihrt. Mittels anschlieBenden Western-Blot und Immundetektion wurden die Proteine von
Interesse mit spezifischen Antikérpern detektiert.

4.5.1 Sublokalisierung von Aim32

Zur genaueren Lokalisierung von Aim32 innerhalb der Mitochondrien wurden
verschiedene Sublokalisierungsexperimente durchgefihrt. Alle hier beschriebenen
Experimente wurden mit Mitochondrien von Aaim32-Zellen, transformiert mit dem
Plasmid  426npAIM32,  durchgefiihrt.  Zur  Uberpriifung, ob Aim32 ein
membrangebundenes oder ein ldsliches mitochondriales Protein ist, wurde eine
Carbonat-Extraktion durchgefiihrt. Hierbei wurden Mitochondrien mit Natriumcarbonat
(0,2 M) behandelt (Boldogh & Pon, 2007). Nach Ultrazentrifugation wurden der Extrakt,
welcher die l6sliche Proteinfraktion enthdlt und die im Pellet enthaltene
Membranfraktion mittels Immundetektion weiter untersucht. Mia40 und Oxal, beides
integrale Membranproteine, wurden in der Pellet-Fraktion detektiert. Sod1, ein Protein
des Intermembranraums, war in der Extrakt-Fraktion lokalisiert (Abb. 4-30 A). Aim32 war
ebenfalls in dieser Fraktion zu detektieren, was darauf hinweist, dass es entweder mit
der Membranoberfliche assoziiert oder als I6sliches Protein innerhalb der
Mitochondrien lokalisiert ist. Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden im
nachsten Schritt Mitochondrien mittels hypotonischen Schwellens subfraktioniert.
Durch das Schwellen wird spezifisch die dulSere mitochondriale Membran ge6ffnet und
es werden Mitoplasten generiert. Durch die Zugabe von Proteinase K zu den
verschiedenen Fraktionen und Vergleich der Proteinbanden nach Western-Blot und
Immundetektion konnen Riickschlisse auf die spezifische Lokalisierung innerhalb der
Mitochondrien gezogen werden. Abbildung 4-30 B zeigt die Lokalisation verschiedener
Marker-Proteine, wenn Mitochondrien resp. Mitoplasten mit Proteinase K behandelt
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wurden. Eine Kontrolle, in der die Mitochondrien durch Zugabe eines nichtionischen
Detergens (Triton X-100) solubilisiert wurden, wurde mitgefiihrt. Das Schwellen erhéhte
die Protease-Zuganglichkeit des IMS-Proteins Mia40 und des IM-Proteins Oxal, nicht
jedoch jene des Matrix-Proteins llv5. Die Protease-Sensitivitdt von Aim32 verhielt sich in
diesem Experiment so wie jene von llv5. Auch hier war nach Mitoplasten-Bildung keine
erhohte Sensitivitat gegenliber Protease K zu beobachten. Somit kann eine Lokalisierung
von Aim32 in der mitochondrialen Matrix angenommen werden. Um weitere
Lokalisierungsdaten zu sammeln, wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt. Die
Mitochondrien wurden mit steigenden Digitonin-Konzentrationen und gleichzeitiger
Zugabe von Proteinase K inkubiert. In niedriger Konzentration 6ffnet Digitonin spezifisch
die duBere mitochondriale Membran, die innere erst bei erhohter Konzentration (Peleh
et al.,, 2014). Die Intensitat des IMS-Proteins Miad0 nahm ab einer Digitonin-
Konzentration von 0,04 % stetig ab, jene des IM-Proteins Oxal erst ab 0,05 % und das
Matrix-Protein Ilv5 war bis zu einer Konzentration von 0,06 % in gleichbleibender
Intensitat zu detektieren (Abb. 4-30 C). Aim32 verhielt sich in diesem Experiment wie
Ilv5. Erst ab einer Konzentration von 0,07 % nimmt die Intensitdt der Aim32-Bande
deutlich ab und ist somit wahrscheinlich im gleichen Kompartiment wie das Marker-
Protein Ilv5, der mitochondrialen Matrix, lokalisiert. Ergebnisse aus 2021 (Zhang et al.,
2021) deuten darauf hin, dass Aim32 in der Matrix als auch im IMS lokalisiert ist. Dies
wurde mit mehreren Methoden, die die Lokalisierung von endogenem als auch
getaggtem Aim32 zum Ziel hatten, bestatigt. Aim32 wurde als Interaktionspartner von
Ervl, einem IMS-Protein, identifiziert, was auf eine Rolle von Aim32 im IMS hindeutet.
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sg—1 A Ay | Miad0 Masse (kDa)
o |
s | Oxal
32— D C— i | — Oxal
32—
32— - — Aim32 46— ==
— — m— — Ivs
17— . Sod1
32— S c— R S — Aim32




121

Ergebnisse
C N
Digitonin (%)
Masse
(kDa) 0 0 0,02 003 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08
Mia4d0
Oxal
1lv5
(Aim32)
32_-~~~A-— Aim32
| e a——— — — Sod1

Abbildung 4-30: Sublokalisierung von Aim32. 426npAim32 wurde in Aaim32 transformiert. Die Zellen
wurden mittels Mitochondrienpréaparation fraktioniert. A Carbonat-Extraktion. Mitochondrien (100 pug
Gesamtproteinkonzentration) wurden mit 0,1 M Na2COs und 2 mM PMSF inkubiert. Der Uberstand wurde
nach Zentrifugation abgenommen und das Pellet mit 0,1 M Na2COz gewaschen. Total reprasentiert die
Mitochondrien vor Behandlung, Extr (Extrakt) den Uberstand nach Zentrifugation und Memb (Membran)
die Pellet-Fraktion. B Subfraktionierung mittels hypotonischem Schwellen. Mitochondrien (50 pg
Gesamtproteinkonzentration) wurden mit oder ohne Proteinase K resp Triton X-100 unter isoosmotischen
oder hypotonischen Bedingungen inkubiert. C Subfraktionierung mittels Digitonin-Behandlung.
Mitochondrien (50 ug Gesamtproteinkonzentration) wurden mit unterschiedlicher Digitonin-
Konzentration und darauffolgend mit Proteinase K behandelt. Der Verdau wurde mittels Zugabe von 2 mM
PMSF gestoppt. Spur 1 ist ohne Proteinase K Zugabe und diente als Kontrolle. Der Aim32 Blot wurde im
Anschluss zur Immundetektion von llv 5 genutzt.

4.5.2 N-terminale Kiirzung von Aim32

Das mitochondriale Protein Aim32 besitzt einen hohen Mitoprot Score, was auf ein
mitochondriales Protein hindeutet, und wurde in vorhergehenden Experimenten als
mitochondriales Matrix-Protein identifiziert. Als solches kdnnte es Giber eine N-terminale
Targetingsequenz verfiigen, die nach der Translation des Proteins im Cytosol den
Transport in die Mitochondrien auslost. Je nach Vorhersagemodell variiert die Lange
dieser Aminosaurekette. Zur lIdentifizierung dieser Sequenz in Aim32 wurde das
Startmethionin in 426npAim32 zu Alanin mutiert. In einem zweiten Mutageneseschritt
wurde dann wieder ein Startmethionin an einer anderen Stelle der Aminosauresequenz
eingeflihrt. Es wurden Threonin an Position fiinf, Alanin an Position 13 und Isoleucin an
Position 22 jeweils in ein Methionin umgewandelt. Die so kreierten Plasmide wurden in
Aaim32-Zellen transformiert und auf ihre Funktionalitat Gberprift. Wenn die gekiirzte
Version von Aim32 nicht in die Mitochondrien transportiert wird und im Cytosol
verbleibt, wird das Protein Aaim32-Zellen keine Resistenz gegen Pyrogallol verleihen.
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Abbildung 4-31: Tipfeltest der gekiirzten Varianten von Aim32. In WT bzw. Aaim32Asod2 wurden die
Plasmide 416npAIM32 (AIM32), 426nrAIM32 (T AIM32) sowie die in 426npAIM32 gekiirzten Varianten T5M,
A13M und 122M transformiert. Nach Vorwachstum in SC-Glu-Medium mit geeignetem Marker wurde eine
serielle Verdinnung (jeweils 1:10) auf Agarplatten mit angegebener Konzentration von Pyrogallol
getlipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.

Abbildung 4-31 zeigt einen Tipfeltest in Gegenwart von 100 uM Pyrogallol mit den
verschieden N-terminal gekirzten Varianten von Aim32. WT-Zellen konnten in
Gegenwart von 100 uM Pyrogallol Gberleben, wohingegen die Deletion von AIM32 und
SOD2 zu synthetischer Letalitat unter diesen Bedingungen fiihrte. Jene konnte durch eine
Plasmidkopie von AIM32, sowohl auf einem 416np- als auch einem 426np-Plasmid unter
der Kontrolle des natiirlichen Promotors, kompensiert werden. Bei einer Kiirzung des
Proteins um fiinf Aminosauren war ein leicht vermindertes Wachstum im Tipfeltest zu
beobachten. Der Wachstumsdefekt verstarkte sich um ein Vielfaches bei der Kiirzung um
13 Aminosauren und bei der um 22 Aminosauren gekiirzten Variante war kein Wachstum
mehr zu beobachten.

In meiner Diplomarbeit (Blinn, 2014) wurde versucht das Gen AIM32 in einer N-terminal
gekiirzten Version in E.coli zu exprimieren, da vermutet wurde, dass dort die N-terminale
Targetingsequenz nicht abgespalten werden kann, was zu einer Aggregation des Proteins
fihren kann. Das Protein konnte in dieser gekiirzten Variante nur in sehr geringer
Ausbeute isoliert werden. Die Fragestellung, ob der Effekt der N-terminalen Kiirzung auf
das Wachstum in Gegenwart von Pyrogallol durch eine resultierende Lokalisierung im
Cytosol oder durch eine Instabilitdt des gekirzten Proteins verursacht wurde, muss so
noch im Folgenden gekldrt werden. Es wurden Mitochondrien von Aagim32-Zellen,
transformiert mit den gekirzten drei Varianten resp. WT-Aim32, isoliert (Kap. 3.2.15).
Nach TCA-Prazipitation wurden die drei Fraktionen Gesamtzellextrakt (Total), PMS und
Mitochondrien (Mito) mittels Western Blot und anschliefender Immundetektion der
Marker-Proteine Leul und Ilv5 sowie Aim32 untersucht. Abbildung 4-32 zeigt die
erfolgreiche Trennung der mitochondrialen und cytosolischen Fraktion, da sich die
Marker-Proteine in ihren jeweiligen Kompartimenten anreicherten. Im Falle des WT-
Proteins konnte ebenfalls eine Anreicherung in den Mitochondrien festgestellt werden.
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Dies gilt aber auch fir die N-terminal gekiirzten Varianten. Dies lasst schlussfolgern, dass
das Protein trotz Kirzung der Targetingsequenz weiterhin in die Mitochondrien
transportiert wird, hier jedoch aber nicht mehr gegen die Sensitivitdt von Pyrogallol
wirken kann. Dies kann dadurch erklart werden, dass geringere Mengen des gekirzten
Aim32-Proteins in die Mitochondrien importiert werden (Abb. 4-32)
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Abbildung 4-32: Lokalisierung der gekiirzten Varianten von Aim32 in Aaim32. Das Plasmid 426nxpAIM32
sowie die in 426npAIM32 gekiirzten Varianten TSM, A13M und 122M wurden in Aaim32 transformiert. Nach
erfolgter Zellkultivierung in SC-Gal Medium mit geignetem Marker wurden Mitochondrieren isoliert. Nach
TCA-Prézipation (25 % Endkonzentration) der einzelnen Fraktionen (100 pg pro Fraktion) wurden die
Proteine mittels Immunoblot detektiert.

4.6 Assemblierung des [2Fe-2S]-Clusters in Apd1 via CIA-
Maschinerie

Bis heute ist nicht geklart wie der Einbau des [2Fe-2S]-Clusters in cytosolische Proteine
von statten geht. Fiir [4Fe-4S]-Proteine erfolgt die Ubertragung des Clusters {iber den
ClA-Targeting-Komplex der spaten CIA-Maschinerie. Dies ist fir mehrere Proteine in Hefe
und Mensch belegt (Stehling et al., 2012, Stehling et al., 2013, Vashisht et al., 2015, Paul
& Lill, 2015). Ein cytosolisches [4Fe-4S]-Protein aus S. cerevisiae, dessen Clusterinsertion
CIA-Maschinerie-abhangig ist, ist Leul. Es konnte zudem mittels enzymspezifischer
>>Fe-Einbau

Inkorporierung des Clusters dieses Proteins belegt werden (Greth, 2018).

Aktivitatsmessungen und eine C-terminale Tryptophan-abhéangige
Das
cytosolische [2Fe-2S]-Protein Apdl aus S. cerevisiage verfliigt ebenso (ber ein
C-terminales Tryptophan und kdnnte durch dieses Signalsequenz, analog zu Leul, mit
dem CIA-Targeting-Komplex interagieren. Es wurde in diesem Teil der Arbeit versucht
den Fe/S-Clustereinbau in Apd1 ESR-spektroskopisch zu verfolgen und eine Beteiligung

ausgewahlter CIA-Faktoren nachzuweisen.
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4.6.1 Isolierung von Apd1 aus Hefe

Wie in Kapitel 4.3.3 beschrieben ist es in WT-Zellen ist es nicht moglich ein Apd1 ESR-
Signal zu detektieren, da die Kopiezahl von Apdl mit ca. 3000 Molekiilen pro Zelle
(Breker et al., 2013) unter dem Detektionsminimun des Spektrometers liegt. Aus diesem
Grund wurde hier wieder mit dem Plasmid 426rsaApd1 gearbeitet. Zur Isolierung des
Proteins aus WT-Zellen wurde nach erfolgter Transformation des Plasmides und
zweimaliger Vorkultivierung, in steigendem Volumen SC-Glu-Medium, 10 g Zellen aus
einer 2 I-Kultur gewonnen. Die Zellen wurden zu 0,5 g aliquotiert und mittels
Glasperlenaufschluss (3.2.13) nach Zugabe von Proteaseinhibitor-tabletten lysiert. Nach
erfolgter Ultrazentrifugation wurde das gewonnene Lysat mit Ni-NTA-Agarose (1 ml) flr
1 h inkubiert. Die Isolierung erfolgte analog der klassischen Aufreinigung eines Proteins
mittels His-Tag, beschrieben in Kapitel 3.4.4, mit dem Unterschied, dass alle
verwendeten Puffer 2 mM PMSF enthielten. Das Eluat wurde am Ende der Isolierung in
0,5 ml-Portionen aufgefangen. Abbildung 4-33 A zeigt den Gehalt an Apd1 wahrend den
einzelnen Aufreinigungsschritten durch Immundetektion. Die Konzentration des Proteins
vor (vUZ) und nach (nUZ) dem einstiindigen Ultrazentrifugationsschritt war nahezu
konstant, was fiir die Stabilitdt des Proteins und die Wirkung des Proteaseinhibitors
sprach. Auffallig war hingegen die intensive Apd1-Bande in der Durchlauf-Fraktion (D)
beim Beladen der Suspension in die Leersaule. Die Bindung des getagten Proteins an das
Saulenmaterial kam so nur maRig zustande. Das Eluat der Sdule wurde in 0,5 ml Schritten
aufgefangen und einzeln analysiert. Vor der Probenvorbereitung fiir den Western-Blot
sollte die Gesamtproteinkonzentration bestimmt werden. Bestimmung der
Gesamtproteinkonzentration mittels Micro-Biuret-Assay war fiir die Eluatfraktionen
F2-F4 durch die zu niedrige Proteinkonzentration nicht mdglich, weshalb fiir diese
Proben die Proteinbestimmung nach Bradford herangezogen wurde. Nur in der zweiten
Eluatfraktion (F2, 1,45 mg/ml Gesamtproteinkonzentration) war eine schwache Apd1-
Bande im Western-Blot nachweisbar. Die einzelnen Eluatfraktionen F2—F4 wurden ESR-
spektroskopisch weiter untersucht. Nach erfolgter Reduktion unter anaerober
Bedingung mit 2 mM Natriumdithionit konnte in der Probe F2 ein [2Fe-2S]-Clustersignal
detektiert werden (Abb. 4-33 B).
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Abbildung 4-33: Isolierung von Hiss-Apd1 aus Hefe. 10 g APD1 iberexprimierende Zellen wurden zu 0,5 g
aliquotiert und mittels Glasperlen aufgeschlossen. Das durch Ultrazentrifugation erhaltene Lysat wurde
mit Ni-NTA-Agarose 1 h inkubiert und nach Uberfithrung der Suspension in eine Leersiule konnte Apd1
isoliert werden. A Immundetektion von Apd1. Analyse des Apd1-Gehaltes der einzelnen Fraktion wahrend
der Aufreinigung. UZ: Probe des Lysats vor der Ultrazentrifugation, nUZ: nach der Ultrazentrifugation, D:
Durchlauf, W: Waschfraktion, F2-F4: Eluatfraktionen 2-4. Es wurden 20 pug Gesamtprotein aufgetragen. B
ESR-Spektrum von F2 und F4 nach Reduktion mit 2 mM Natriumdithionit. ESR-Bedingungen siehe Kap.
3.3.7.

Apdl konnte somit erfolgreich aus Hefe isoliert und mittels Western Blot und ESR-
Spektroskopie nachgewiesen werden. Jedoch macht die geringe Proteinausbeute aus
einer groBRen Menge Zellmasse diese Art der Untersuchung nicht praktikabel. Anhand
von Abbildung 4-33 A ist ersichtlich, dass ein GroRteil des Proteins nicht an das
Saulenmaterial band und sich im Durchlauf befand, was die geringe Proteinausbeute
begrindet. Eine weitere Begriindung konnte der Abbau des N-terminalen His-Tags des
Proteins durch Proteasen im Zellllysat sein. Zwar wurde mit effektiven Proteaseinhibitor-
Tabletten und PMSF in allen verwendetetn Puffern gearbeitet, doch wurden fiir die
Isolation ca. vier Stunden benétigt und ein Abbau des Zielproteins ist damit nicht
auszuschlieBen. Um die Zeit der Probenvorbereitung zu minimieren, wurde folgend eine
ESR-Probe direkt aus Zellextrakt eines Glasperlenaufschlusses von 0,5 g Zellen gefertigt.
Nach Ernte und Aufschluss der Hefezellen gemall Kapitel 3.2.13 wurden je 300 pl
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Zellextrakt im anaeroben Zelt fir 5 min anaerobisiert. Nach Zugabe von 2 mM
Natriumdithionit (Endkonzentration) wurde fir weitere 5 min inkubiert und die Probe
nach Uberfiihrung in ein ESR-R&hrchen in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
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Abbildung 4-34: ESR-spektroskopischer Nachweis von Apd1 im Zellextrakt. Dargestellt von unten nach
oben: Zellextrakt von Aapd1 mit Giberexprimiertem Apd1 (Apd1 1), Zellextrakt von Aapd1 mit Leerplasmid
(@), Differenzspektrum von Apd1/D und @ nach Reduktion mit 2 mM Natriumdithionit. ESR-Bedingungen
siehe Kap. 3.3.7. Die Zellextrakte lagen in TNETG-Puffer vor. Die einzelnen Spektren wurden bei 77 K
aufgenommen und auf das jeweilige Peakmaximum normalisiert. Die Mikrowellenleistung lag bei 20 mW,
die Frequenz bei 9,43 GHz und die Modulationsamplitude bei 1,5 mT.

In Aapd1 wurde ein schwaches EPR-Signal bei g = 1,94 und ein starkeres Radikalsignal bei
g = 2,0 detektiert. Wurde Apdl in Aapd1 lberexprimiert, war ein deutliches ESR-Signal
des [2Fe-2S])**-Clusters bei 77 K detektierbar, das im Zellextrakt des Deletionsstammes
nicht nachweisbar war (Abb. 4-34). Vergleicht man die g-Werte des Differenzspektrums
(Apd1_ZE) mit jenem von rekombinant aus E. coli gereinigtem Protein (Apdl_P) ist
ersichtlich, dass die drei g-Werte nahezu identisch waren (Tabelle 4-3). Somit kénnen
diese Signale eindeutig Apd1 zugeordnet werden.

Tabelle 4-3: g-Werte fiir Dithionit reduziertes gereinigtes Apd1 aus E. coli und Apd1
exprimiert in S. cerevisiae.

Ix dy g:
Apdl_P 2,008 1,904 1,861
Apdl_ZE 2,007 1,904 1,861

Auf diese Weise ist es moglich den Einbau des [2Fe-2S]-Clusters von Apdl anhand der
ESR-Spektroskopie mit dem Einsatz einer moderater Zellmasse zu untersuchen. Da 0,5 g
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Portionen an Hefezellen fiir eine Probe fiir die ESR-Spektroskopie ausreichten, konnte
eine simultane Kultivierung und Untersuchung mehrerer Proben gleichzeitig erfolgen.

4.6.2 Untersuchung des Clustereinbaus in Apd1 mittels ESR-
Spektroskopie

Im folgenden Abschnitt soll auf den Zusammenhang zwischen einzelnen Komponenten
der CIA-Maschinerie und dem Clustereinbau von Apd1 eingegangen werden. Ist dieser
Einbau CIA-Maschinerie-spezifisch, so sollte bei Depletion einzelner ClIA-Faktoren eine
Abnahme des ESR-Signals von Apdl erfolgen. Untersucht wurde der Einfluss der
Depletion von Cfd1 als Komponente der friihen CIA-Maschinerie, Cial als Teil der spaten
CIA-Maschinerie und Nar1l als Vermittler zwischen den beiden.

Einfluss der Kohlenstoffquelle auf den Einbau des [2Fe-2S]-Clusters in Apd1

Da die Inkorporierung des Clusters Uber CIA-Stamme, die unter der Kontrolle des
Gall-10-Promotors stehen, nachverfolgt werden sollte, wurde zunachst der Einfluss der
Kohlenstoffquelle auf den Einbau des [2Fe-2S]-Clusters von Apdl in WT-Zellen
untersucht. Hierfliir wurden W303-Zellen mit transformiertem Apd1-Plasmid unter der
Kontrolle des FBAI1-Promotors resp. ein Leerplasmid in 100 ml SC-Glu - resp. SC-Gal-
Medium herangezogen. Die Anfertigung der ESR-Proben erfolgte wie unten beschrieben.

A B

Gal Apdl T w303
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Abbildung 4-35: Einfluss der Kohlenstoffquelle auf die Inkorporierung des [2Fe-2S]-Clusters von Apd1 in
W303-Zellen. A ESR-Spektren des Gesamtzellextraktes von WT-Zellen. Blau: Gesamtzellextrakt von in
galaktosehaltigem Medium gewachsenen Zellen. Rot: Gesamtzellextrakt von in glukosehaltigem Medium
gewachsenen Zellen. Aufgeschossen wurden je 0,5 g Hefezellen. Es wurden 300 ul Zellextrakt unter
anaeroben Bedingungen nach Zugabe von 2 mM Natriumdithionit fiir 5 min inkubiert. Die einzelnen
Spektren wurden bei 77 K aufgenommen. Die Mikrowellenleistung lag bei 20 mW, die Frequenz bei
9,43 GHz und die Modulationsamplitude bei 1,5 mT. B Nachweis der Expression von Apdl mittels
Immundetektion. Es wurden je 20 ug Gesamtzellextrakt analysiert.
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Zur besseren Vergleichbarkeit der ESR-Proben untereinander wurden die gemessenen
Spektren auf die Gesamtproteinkonzentration des jeweiligen Zellextraktes normalisiert.
Abbildung 4-35 A zeigt durch den Vergleich der Intensitdten der beiden ESR-Spektren,
dass die Wahl der Kohlenstoffquelle an sich keinen Einfluss auf den Einbau des [2Fe-2S]-
Clusters von Apd1 oder den Anteil von Apd1 am Gesamtzellextrakt (Abb. 4-35 B) hat. Zur
Quantitativen Auswertung wurde die Amplitude des gy-Wertes herangezogen. Da in
diesem Bereich nur ein Apdl-spezifisches Signal zu detektieren ist, wurde darauf
verzichtet fir die Analyse der Daten ein Differenzspektrum von @ und Apd1 1 zu bilden.
Fiir die an zwei unterschiedlichen Tagen angefertigten Messreihen war eine hohe
Varianz ersichtlich. Die gy-Amplitude der Reihe 1 wies eine Intensitat von 0,0726 auf,
wohingegen jene von Reihe 2 nur eine von 0,0337 besal} (Abb. 4-36, blau). Fir die in
Glukose kultivierten Zellen wurde eine Vergleichbare Variabilitat beobachtet (Abb. 4-36,
rot). Trotz unterschiedlicher Amplituden bleibt das relative Gal/Glu-Signalverhaltnis in
einer Reihe konstant. Zusammengefasst ist in W303 ist kein Effekt der Kohlenstoffquelle
Galaktose oder Glukose auf das ESR-Signal von Apd1 zu verzeichnen.
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Abbildung 4-36: Intensitdten der gemessenen gy-Amplituden des Apd1-ESR-Signals in WT. Grafische
Darstellung der auf den Proteingehalt des Gesamtzellextraktes normalisierten gy-Amplituden.

Um den jeweiligen Faktor der CIA-Maschinerie regulieren zu kdnnen, wurde mit
Stammen gearbeitet, die die Expression des Gens unter Kontrolle des Gall-10-
Promotors stellen. Somit wird, unter Verwendung von Glukose wahrend der
Zellkultivierung, die Expression Gens unterdriickt. Die Regulation erfolgte je nach CIA-
Faktor fiur 40-64 h. Als MaR fir die erfolgreiche Depletion der CIA-Maschinerie-
Komponenten diente in dieser Arbeit die Aktivitat des [4Fe-4S]-Proteins Leul.
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Einfluss von Cfd1 auf den [2Fe-2S]-Clustereinbau von Apd1

Cfd1l bildet mit Nbp35 einen heterotetrameren Komplex und ist Teil der friihen
CIA-Maschinerie. Zur ldentifizierung der Rolle von Cdfl auf die Inkorporierung des
[2Fe-2S]-Clusters von Apdl wurde im Folgenden dieser CIA-Faktor lber verschiedene
Zeitrdume herunterreguliert und der Gehalt an Holo-Apd1 (iber die ESR-Spektroskopie
verfolgt. Hierfir wurde in den Stamm Gal1-10_CFD1 das Plasmid 426fsaHiss_TS_APD1
resp. ein Leerplasmid transformiert. Die Zellen wurden im Folgenden Uber verschiedene
Zeitraume (40 oder 64 h) in galaktose- oder glukosehaltigem Medium kultiviert. Nach der
Ernte der Zellen und erfolgtem Aufschluss mittels Glasperlen nach Kapitel 3.2.13 erfolgte
die Prdparation der ESR-Proben und Leul-Aktivitaitsmessung. Bei effizienter Depletion
des CIA-Faktors Cfd1 durch Wachstum in Glukose, resultierte dies in einem verminderten
Einbau an Fe/S-Cluster in Targetproteine. Als Kontrolle des Expressionslevels von Cfd1
wurde die spezifische Aktivitat von Leul bestimmt. Durch die Aktivitaitsmessung einer
Leerplasmid-Kontrolle sollte der Einfluss der Uberexpression von Apd1 auf die Hefezellen
Uiberwacht werden. Die hier dargestellten Aktivitdten stellen den Mittelwert Gber vier
Messreihen hinweg dar.
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Abbildung 4-37: Spezifische Aktivitdt von Leul in Gal_CFD1-Hefezellen nach 40 resp. 64 h Kultivierung in
SC-Glukose oder -Galaktose. (n = 4 fiir 40 h resp. 6 fiir 64 h).

Nach 40-stiindiger Kultivierung in glukosehaltigem Medium ist ein Aktivitatsverlust zu
beobachten. Die Leul-spezifische Aktivitdt in Apd1 Gber-exprimierenden Zellen sank um
57 % wohingegen die Kontrolle mit Leerplasmid nur um 24 % sank. Nach 64 h in Glukose
konnte nur noch eine Restaktivitdt von 16 resp. 6 % detektiert werden (Abb. 4-37). Die
Aktivitat von Leul steht im direkten Zusammenhang mit der Inkorporierung ihres
[4Fe-4S]-Clusters und verringert sich Gber die Zeit in der der CIA-Maschinerie-Faktor Cfd1
herunterreguliert wird. Sollte der Einbau des [2Fe-2S]-Clusters ebenso von diesem Faktor
abhangen, sollte sich dies in ESR-Spektren des Zellextraktes Apd1 liberexprimierender
Zellen bemerkbar machen.
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In Abbildung 4-38 A sind ESR-Spektren einer Messreihe (ibereinander gelagert
dargestellt. Je langer eine Regulation in Glukose erfolgte, desto schwacher wurde das
Apd1-ESR-Signal. Der Nachweis von Apdl im Zellextrakt wurde mittels Western Blot
bestatigt. Erst ab einer Depletionszeit von 64 h war ein signifikant schwacheres Apd1-
Signal zu detektieren. Cfd1l war im Zellextrakt bereits nach 24 h nicht mehr mittels
Western Blot nachweisbar (Abb. 4-38 B).
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Abbildung 4-38: ESR-Signal und Western-Blot fiir Apd1 iiberexprimierende Gal_CFD1-Hefezellen. A ESR-
Spektren von Apdl im Zellextrakt von Gall-10_CFD1-Hefezellen nach 24, 40 und 64 h Regulation in
glukosehaltigem Medium. Die dargestellten Spektren sind die Summe aus zwei Scans und es wurde eine
Baseline-Korrektur mit anschlieBender Glattung vorgenommen. Die einzelnen Spektren wurden bei 77 K
aufgenommen. Die Mikrowellenleistung lag bei 20 mW, die Frequenz bei 9,43 GHz und die
Modulationsamplitude bei 1,5 mT. Die Intensitdt wurde um den Gesamtproteingehalt, der mittels Micro-
Biuret-Methode in Duplikaten bestimmt wurde, korrigiert. B Nachweis der Expression von Apd1 mittels
Immundetektion. Es wurden je 50 ug Gesamtzellextrakt analysiert.

In Abbildung 4-39 sind die um den Gesamtproteingehalt normalisierten Intensitdten der
gy-Amplituden grafisch dargestellt. Die grofle Varianz der Messwerte, auf die im
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vorherigen Kapitel bereits eingegangen wurde, wiederholt sich hier wieder. Zur besseren
Ubersicht wurde auf die Bildung eines Mittelwertes verzichtet und die einzelnen
Messergebnisse nebeneinander dargestellt.
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Abbildung 4-39: Intensititen der gemessenen gy-Amplituden des Apd1-ESR-Signals in Gal_CFD1.
Grafische Darstellung der normalisierten gy-Amplituden. Die Intensitdt der gy-Amplitude wurde auf den
Proteingehalt des Gesamtzellextraktes normalisiert. Proben mit identischer Probennummer stammen aus
einer Messreihe.

Einfluss von Narl auf den [2Fe-2S]-Clustereinbau von Apd1

Narl gilt als Bindeglied zwischen dem Scaffold-Komplex und dem eigentlichen CIA-
Targeting-Komplex. Zur Uberpriifung des Einflusses von Nar1 auf die Inkorporierung des
Clusters von Apd1l wurde dieser CIA-Faktor im Gal_NAR1-Hefestamm durch Wachstum
in Glukose depletiert. Es wurde auch hier mit dem unten beschriebenen Plasmid
gearbeitet. Die Kultivierung erfolgte Uber 20 resp. 40h in glukose- oder
galaktosehaltigem Medium. Aus Abbildung 4-40 ist ersichtlich, dass nach 20-stiindiger
Kultivierung praktisch keine Depletion des Narl-Proteins erfolgte. Die Leul-spezifische
Aktivitat diente auch hier als MaR fir die Funktionalitat des CIA-Faktors. Die Spezifische
Aktivitat der Apd1-liberexprimierenden Zellen ist hier bei Glukose-Wachstum mit 0,17 +
0,06 U/mg leicht héher als mit 0,12 + 0,06 U/mg bei Galaktose-Wachstum. Aus diesem
Grund wurde eine ESR-spektroskopischen Analyse des Apd1-Clustereinbaus fir 20 h
nicht durchgefiihrt. Nach 40 h Depletion des CIA-Faktors konnte eine Leul-Aktivitat von
0,24 + 0,06 U/mg bei Wachstum auf Galaktose und 0,002 + 0,002 U/mg auf Glukose
gemessen werden.
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Abbildung 4-40: Spezifische Aktivitdt von Leul in Gal_NAR1-Hefezellen nach 20 resp. 40 h Kultivierung
in Glukose oder Galaktose (n = 2 resp. 3 fiir 20 resp. 40 h).

Dies spiegelt sich auch in der Messung des Apd1-ESR-Signals wider. Bei Wachstum auf
galaktosehaltigem Medium ist ein deutliches Apd1-Signal zu detektieren, dass in der
nach Wachstum fiir 40 h auf Glukose nahezu verschwindet (Abb. 4-41 A). Der Nachweis

von Apdl im Zellextrakt wurde auch hier mittels Western Blot und Immundetektion
durchgeflhrt (Abb. 4-41 B).

A B

Gal_NAR1
——Apdl 1 Gal

Gal Glu

@ Apdit @  Apdit

. SRS | Apdl
-

——Apd1 P Glu Masse (kDa)

32 —

25 — o—— Porin

)
|
)

315 325 335 345 355 365 375 385
magnetisches Feld (mT)
Abbildung 4-41: ESR-Signal und Western-Blot fiir Apd1 liberexprimierende Gal_NAR1-Hefezellen. A ESR-
Spektren von Apd1 im ZE von Gal_Nar1-Hefezellen nach 40 h Regulierung in glukosehaltigem Medium. Die
dargestellten Spektren sind die Summe aus zwei Scans und es wurde eine Baseline-Korrektur mit
anschlieRender Glattung vorgenommen. Die Mikrowellenleistung lag bei 20 mW und die Frequenz bei
9,43 GHz. Die Intensitdt wurde um den Gesamtproteingehalt, der mittels Micro-Biuret-Methode in
Duplikaten bestimmt wurde, korrigiert. B Der Nachweis von Apd1 erfolgte durch Immundetektion mit
einem Apd1-spezifischen Antikorperserum. Aufgetragen wurden pro Spur 50 pg.

Nach 40 h Narl-Depletion in den Apdl-liberexpremierenden Gall-10_NAR1-Zellen ist
nur noch eine schwache Apdl-Bande zu detektieren, wohingegen die Intensitdt der
Porin-Bande konstant bleibt. Dies bestatigt den in der Literatur beschriebenen Effekt der
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verminderten Stabilitdt von Fe/S-Proteinen in ihrer Apoform (Balk et al., 2005b, Netz et.
al., 2011).
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Abbildung 4-42: Intensititen der gemessenen gy-Amplituden des Apd1-ESR-Signals in Gal_NAR1.
Grafische Darstellung der normalisierten gy-Amplituden. Die Intensitdt der gy-Amplitude wurde auf den
Proteingehalt des Gesamtzellextraktes normalisiert.

Die auf den Gesamtproteingehalt normalisierten g,-Amplituden sind in Abbildung 4-42
gezeigt. Auch hier war wieder die hohe Varianz der Intensitdt der verschiedenen Gal-
Proben zu verzeichnen. Die normalisierte Intensitat schwankte hier zwischen 0,126 und
0,023. Somit wurde hier auch die auf die Gal-Werte normierte Darstellung zur besseren
Ubersicht des Effektes gewahlt. Die Intensitit der g,-Amplitude betrug nach 40 h Nar1-
Depletion in Glukose lediglich noch 18 % + 11 % im Vergleich zur Gal-Probe

Einfluss von Cial auf den [2Fe-2S]-Clustereinbau von Apd1

Cial ist neben Cia2 und Met18 Teil des CIA-Targeting-Komplexes und somit direkt am
Transfer des Fe/S-Clusters auf Zielproteine beteiligt. Ob der [2Fe-2S]-Clustereinbau von
dem Faktor Cial abhdngt, wurde durch die Regulation eines Gal_CIA1-Stammes durch
Glukose resp. Galaktose bei gleichzeitiger Uberexpression von Apd1 untersucht. Wie in
den vorherigen Experimenten wurde mit einer Plasmidkopie von Apdl unter der
Kontrolle des starken FBA1-Promotors gearbeitet. Die Kultivierung erfolgte tiber 40 resp.
64 h in glukose- oder galaktosehaltigem Medium. Zur Uberpriifung der Cial-Depletion
des Gal-Stammes bei Wachstum auf Glukose (iber die verschiedenen
Kultivierungszeitraume, wurde auch hier die Leul-Aktivitatsmessung als Methode der
Wahl durchgefiihrt.



134
Ergebnisse

0,35

40 h 64 h
03

0,25 o
0,2
0,15

0,1

Leul spez. Aktivitdt (U/mg)

0,05

@ Apdl 1t @ Apdl 1t

H Gal EGlu

Abbildung 4-43: Spezifische Aktivitidt von Leul in Gal_CIA1-Hefezellen nach 40 resp. 64 h Kultivierung in
Glukose oder Galaktose (n =5 resp. 7 fiir 40 resp. 64 h).

Nach einer 40-stiindigen Kultivierungszeit in Glukose zeigt sich nur noch eine
Restaktivitat der IPMI von 23 % (0,05 + 0,02 U/mg) der Apd1 Giberexprimierenden Zellen
im Vergleich zu den Zellen in Galaktose-Medium (0,22 + 0,17 U/mg). Bei einer
Verlangerung der Kultivierungsdauer in Glukose auf 64 h verringerte sich diese auf
0,003 + 0,005 U/mg wohingegen jene Aktivitat der Galaktose-Kultur sich kaum anderte
(0,17 £ 0,08 U/mg) (Abb. 4-43). Zur Messung der Inkorporierung des [2Fe-2S]-Clusters
von Apdl wurden ESR-Proben von Gal_CIA1 Zellen mit liberexpriemiertem Apd1l nach
unterschiedlicher Depletionszeit in Glukose gefertigt. Nach einer Depletionszeit von 40 h
sank die Leul-Aktivitat um 77 % im Vergleich zur Gal-Probe, somit wurde auch hier
Proben nach 64 h in Glukose gefertigt. In Abbildung 4-44 A ist die Abnahme der Intensitat
des Apd1-ESR-Signals Uber den gewahlten Kultivierungszeitraum in glukosehaltigem
Medium dargestellt. Der Nachweis an Apd1 erfolgte iber die Immundetektion mit Apd1-
spezifischen Antikorpern. Je langer die Kultivierung in Glukose erfolgte, desto schwacher
wurde die Apd1-Bande (Abb. 4-44 B).
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Abbildung 4-44: ESR-Signal und Western-Blot fiir Apd1 liberexprimierende Gal_CIA1-Hefezellen. A ESR-
Spektren von Apd1 im ZE von Gal_CIAl-Hefezellen nach 24, 40 und 64 h Regulierung in glukosehaltigem
Medium. Die dargestellten Spektren sind die Summe aus zwei Scans und es wurde eine Baseline-Korrektur
mit anschlieBender Glattung vorgenommen. Die einzelnen Spektren wurden bei 77 K aufgenommen. Die
Mikrowellenleistung lag bei 20 mW, die Frequenz bei 9,43 GHz und die Modulationsamplitude bei 1,5 mT.
Die Intensitdt wurde um den Gesamtproteingehalt, der mittels Micro-Biuret-Methode in Duplikaten
bestimmt wurde, korrigiert. B Der Nachweis von Apd1 erfolgte durch Immundetektion mit einem Apd1-
spezifischen Antikorperserum. Aufgetragen wurden pro Spur 50 ug.

In Abbildung 4-45 sind die um den Gesamtproteingehalt normalisierten gy-Amplituden
grafisch dargestellt. Die groRe Varianz der Messwerte, ist auch in diesem Teilexperiment
wieder vorhanden. Jedoch war nach einer Kultivierungszeit von 40 h in Glukose im Mittel



136
Ergebnisse

eine Intensitdtsabnahme des Apd1-Signals um 34 % und nach 64 h Depletionszeit war
kein Signal mehr zu detektieren.
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Abbildung 4-45: Intensititen der gemessenen gy-Amplituden des Apd1-ESR-Signals in Gal_CIAl.
Grafische Darstellung der normalisierten gy-Amplituden. Die Intensitdt der gy-Amplitude wurde auf den
Proteingehalt des Gesamtzellextraktes normalisiert.

In diesem Teil der Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Faktoren der CIA-Maschinerie
auf die Reifung des [2Fe-2S]-Clusters von Apd1 untersucht. Fir jeden der untersuchten
Faktoren Cfd1, Narl und Cial konnte bei Depletion liber verschiedene Zeitraume hinweg
eine Verminderung des inkorporierten Fe/S-Clusters von Apdl mittels ESR-
Spektroskopie gezeigt werden. Fir die CIA-Faktoren Cfd1 und Cial konnte sogar durch
die langsamere Depletion in Glukose die dazu proportionale Verminderung des Apd1-
ESR-Siganls belegt werden. Diese Ergebnisse zeugen erstmals von einer CIA-Maschinerie-
abhangigen Reifung eines cytosolischen [2Fe-2S]-Proteins.

4.6.3 Einfluss des C-terminalen Tryptophans auf das Fe/S-
Cluster von Apd1

Im obigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass der Einbau des [2Fe-2S]-Clusters von
Uber einen Vektor Gberexprimiertem Apdl CIA-Maschinerie abhédngig ist. In unserem
Arbeitskreis wurde bereits, nach der in dieser Arbeit etablierten Screening-Methode mit
Gallobenzophenon, der Einfluss des C-terminalen Tryptophans auf die Lebensfédhigkeit
unter Apdl-essenziellen Bedingungen belegt. Auf einem 416-Plasmid unter der Kontrolle
des natlirlichen Promotors wurden Varianten von Apd1 generiert, deren C-Terminus um
eine, drei resp. sechs Aminosauren gekiirzt wurde. Nach Transformation in Aapdl wurde
ein Tupfeltest auf Agarplatten mit und ohne 100 uM Gallobenzophenon durchgefihrt.



137
Ergebnisse

Bei den C-terminal gekirzten Varianten konnte kein Wachstum unter Apd1-essenziellen
Bedingungen festgestellt werden. Unter diesen gewahlten Bedingungen verhalten sich
die gekirzten Varianten wie die Varianten der Clusterliganden oder ein Leerplasmid
(Greth, 2018). In dieser Arbeit wurden weitere Untersuchungen dies beziiglich
unternommen. Nach Vorkultivierung der transformierten Zellen wurde ein Tipfeltest auf
Agarplatten nach Zugabe von verschiedenen Gallobenzophenon Konzentrationen
durchgefihrt.

A

Konzentration Gallobenzophenon

50 uM 75 uM 100 uM

Aapdl

ZeIIverdiinnungl_>-—- |>—- |>'—‘ e

Dapd1 + 416,,APD1
B
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32 —| M- - — s [Apdl

Abbildung 4-46: Tiipfeltest der C-terminal gekiirzten Apd1-Varianten bei Expression unter Kontrolle des
endogenen Promotors. A Tiipfeltest. Aapd1 wurde mit einem Leerplasmid oder 416np-Plasmiden, welche
das Gen fiir Apd1 resp. dessen Mutanten enthielten, transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von
flissigen Vorkulturen in glukosehaltigem SC-Medium wurden auf SC-Agarplatten mit Glukose und
Gallobenzophenon in den angegebenen Konzentrationen, getiipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer
Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert. B Immundetektion. Der Nachweis von Apd1 erfolgte
durch Immundetektion mit einem Apdl-spezifischen Antikorperserum. Aufgetragen wurden pro Spur
50 ug Zellextrakt.

Abbildung 4-46 A zeigt, dass die Letalitdit von Aapdl auf Agarplatten mit einer
Konzentration von 50 uM Gallobenzophenon durch eine WT-Kopie des Gens unter der
Kontrolle des endogenen Promotors komplementiert wurde. Wurde der C-Terminus um
eine resp. drei Aminosauren verkiirzt, resultierte dies jedoch unter diesen Bedingungen
(50 uM Gallobenzophenon) in einem verminderten Wachstum der Zellen statt in totaler
Letalitat. Dieser Effekt verstdrkte sich aber bei Erhohung der Gallobenzophenon-
Konzentration auf 75 uM und die Ergebnisse aus der vorhergehenden Untersuchung
(Greth, 2018) auf Platten mit 100 uM Gallobenzophenon konnten reproduziert werden.
Die Expression von Apd1 und der gekirzten Varianten wurde mittels Western Blot und
anschlielender Immundetektion lGberpriift. So zeigen die Mutanten Al und A3 keinen
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deutlichen Unterschied im Gehalt an Apd1 im Zellextrakt (Abb. 4-46 B). Wird das Protein
jedoch um sechs Aminosauren gekirzt, scheint dies in einer verminderten Stabilitat des
Proteins zu resultieren, da die Apd1-Bande eine deutlich schwachere Intensitat aufwies.

Um einen direkten Zusammenhang zwischen der Inkorporierung des [2Fe-2S]-Clusters
von Apd1 und dem C-terminalen Tryptophan herstellen zu kénnen, wurde im folgendem
Teil der Arbeit die in Kap. 4.5.2 verwendete Plasmidkopie von APD1 unter Kontrolle des
starken FBAI1-Promotors einer C-terminalen Kiirzung des Gens durch Einfiihren eines
Stopp-Kodons unterzogen. Nach Transformation der Plasmide und Vorkultivierung
wurde ein Tlpfeltest unter obigen Bedingungen durchgefiihrt. Abbildung 4-47 A zeigt
jedoch, dass der in Abbildung 4-46 A gezeigte Effekt der Deletion des Tryptophans bei
Uberexpression nicht zum Tragen kam. Bei der Kiirzung um eine resp. drei Aminosiuren
war unter diesen Bedingungen kein Wachstumsunterschied zu WT-Apd1 zu erkennen.
Wurde das Protein weiter gekiirzt war bei einer Konzentration von 75 uM bei der
A4-Variante ein stark vermindertes und bei der A5-Mutante nahezu kein Wachstum
mehr feststellbar. Wie schon im vorherigen Experiment ist die A6 Variante bereits ab
einer Konzentration von 50 uM nicht mehr lebensfahig. Die Verminderung des
Wachstums im Tupfeltest dieser Mutanten machte sich auch im Nachweis der Proteine
mittels Immundetektion bemerkbar. Ab der Ad4-Variante nimmt die Intensitat der Apd1-
Bande bei gleichbleibender Gesamtzellextraktkonzentration stetig ab. Zum Nachweis des
[2Fe-2S]-Clusters wurden ESR-Proben aus dem Zellextrakt von Aapd1 transformiert mit
426rsaHissTS_Apd1 resp. den Varianten angefertigt. Bis zu einer Kiirzung von drei AS war
kein Unterschied in der Signalintensitdat im Vergleich zur WT-Kontrolle zu beobachten.
Ab der Variante A4 dhnelte das ESR-Spektrum jenem des Leerplasmids (Abb. 4-47 C).
Somit kann ab diesem Punkt davon ausgegangen werden, dass entweder kein oder eine
geringe Menge an Fe/S-Cluster eingebaut wurde oder dass das Protein durch die
C-terminale Kiirzung an Stabilitat verliert, was den schwacheren Banden im Western Blot
entsprechen wiirde (Abb. 4-47 B).

A
Konzentration Gallobenzophenon

Aapd1

Zellverdinnung [——r [ — [ — [ ———
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Abbildung 4-47: Tiipfeltest der C-terminal gekiirzten Apd1-Varianten bei Expression unter Kontrolle des
FBA1-Promotors. A Tipfeltest. Aapd1 wurde mit einem Leerplasmid oder 426rsa-Plasmiden, welche das
Gen fir Apdl resp. dessen Mutanten enthielten, transformiert. Serielle 10-fach Verdinnungen von
flissigen Vorkulturen in glukosehaltigem SC-Medium wurden auf SC-Agarplatten mit Glukose und
Gallobenzophenon in den angegebenen Konzentrationen, getiipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer
Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert. B Immundetektion. Der Nachweis von Apd1 erfolgte
durch Immundetektion mit einem Apd1- resp. Porin-spezifischen Antikdrperserum. Aufgetragen wurden
pro Spur 50 pug. C ESR-Spektren von Apdl resp. der Varianten Al, A3 und A4 im ZE von Aapdl. Die
dargestellten Spektren sind die Summe aus zwei Scans und es wurde eine Baseline-Korrektur mit
anschlieRender Glattung vorgenommen. Die einzelnen Spektren wurden bei 77 K aufgenommen. Die
Mikrowellenleistung lag bei 20 mW, die Frequenz bei 9,43 GHz und die Modulationsamplitude bei 1,5 mT.
Die Intensitdt wurde um den Gesamtproteingehalt, der mittels Micro-Biuret-Methode in Duplikaten
bestimmt wurde, korrigiert.

4.7 Charakterisierung von S. cerevisiae Aim32

In der Dissertation von Kathrin Stegmaier wurde bereits nachgewiesen, dass das Protein
Aim32 aus dem Organismus S. cerevisiae nach heterologer Expression in E. coli einen
[2Fe-2S]-Cluster enthalt (Stegmaier, 2017). Die putativen Clusterliganden wurden jedoch
noch nicht durch Mutagenese, heterologe Expression und Aufreinigung identifiziert. Im
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folgenden Teil sollen die Clusterliganden ndher untersucht und spektroskopisch
analysiert werden.

4.7.1 Identifizierung der Fe/S-Clusterliganden von Aim32
durch Expression in E. coli

Bioinformatische Studien zeigten die Ahnlichkeit der C-terminalen Region der
S. cerevisiae Proteine Apdl und Aim32 zu TLF’s (s. Abb. 4-16). In Kapitel 4.3 wurden
bereits durch Mutation jedes Cysteins und bestimmter Histidine der Proteine, die
Clusterliganden in vivo identifiziert. Jedoch ist unklar, ob jene Aminosduren auch bei in
E. coli synthetisiertem Aim32 den Cluster binden. Um dies zu untersuchen, wurden
verschiedene Mutationen gemal Kapitel 3.2.9 auf einem AIM32-tragenden E. coli-
Expressionsplasmid eingefiihrt. Es wurden die Cysteine an Position 213 und 222 sowie
die Histidine 249 und 253 zu Alanin mutiert. Die Expression wurde mit dem
Zusatzplasmid pRK-ISC zur Unterstitzung des Fe/S-Einbaus vorgenommen. Die vier
Varianten wurden ebenso wie das WT-Protein iber Ni-NTA-Agarose isoliert und aerob
gereinigt.

Nach Isolation der Proteine war bereits durch deren Farbung ein markanter Unterschied
zwischen WT-Protein und Mutanten auszumachen. Aim32 zeichnete sich durch eine
rotbraunliche Farbe aus, wohingegen die Mutanten C213A, C222A und H249A nahezu
farblos isoliert wurden. H253A wies hingegen eine schwach rote Farbung auf,
prazipitierte aber nach erfolgter Isolierung. Die SDS-Gele der Aufreinigung der vier
Alanin-Varianten war bereits ein erster Hinweis auf die geringe Proteinausbeute. In den
Eluatfraktionen (E1 und E; in Abbildung 4-48 D-G) sind nur schwache Aim32-Banden zu
sehen. WT-Aim32 wies im UV/Vis-Spektrum Maxima bei 330, 450 sowie 550 nm auf, was
dem typischen Spektrum eines [2Fe-2S]-Proteins &dhnelt. Durch die Mutation der
Cysteine resp. Histidine in Alanine verlor das UV/Vis-Spektrum diese typischen
Eigenschaften und es wurde nur ein Spektrum, das zum grofSten Teil durch die
Lichtstreuung von prazipitiertem Protein zu Stande kam, beobachtet. Nur bei der H253A
Mutante war eine sehr schwach ausgepragte Schulter bei 455 nm zu erkennen (Abb.
4-48 A). Die Mutante H253A wies einen [2Fe-2S]-Clustergehalt von ca. 0,5 Cluster pro
Monomer auf und wurde mit Hilfe der ESR-Spektroskopie weiter untersucht. Die
Proteinlésung wurde unter anaeroben Bedingungen mit anaerobem Puffer im
geeigneten MalR verdiinnt und durch Zugabe von 2 mM Natriumdithionit reduziert. Nach
5 min Inkubation wurde die Probe in flliissigem Stickstoff schockgefroren. Die in
Abbildung 4-48 B dargestellten Spektren wurden bei 77 K gemessen. WT-Aim32 zeigte
ein rhombisches Signal einer einzelnen Spezies mit g-Werten von 2,012, 1,902 und 1,860.
Bei der H253A Mutante sind alle g-Werte stark verschoben. Es wurde ein zweites ESR-
Signal fir gy detektiert, sodass hier eine Mischspezies vorliegen konnte. Die signifikante
Anderung des ESR-Spektrums lasst auf eine Anderung der Clusterumgebung schlieRen.
Es konnte sein, dass der Cluster nur noch von drei statt vier Liganden gebunden ist. Das
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im Elutionspuffer vorhandene Imidazol oder Wasser kénnten die Rolle des vierten
Liganden Glbernommen haben.
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Abbildung 4-48: Vergleich der UV/Vis- und ESR-Spektren und SDS-Gele der Mutanten mit Aim32. A
UV/Vis-Spektren. Abgebildet sind Spektren der Proteine zwischen 250 und 600 nm. Die Spektren wurden
zur besseren Vergleichbarkeit auf 280 nm normiert. B ESR-Spektren von WT-Aim32 und H253A. Die
Spektren wurden bei 77 K aufgenommen. Die ermittelten g-Werte sind in den Spektren angezeichnet. Die
Proteine lagen in Entsalzungspuffer vor und wurden vor Reduktion mit Natriumdithionit (2 mM) durch die
Zugabe von anaerobem Puffer und Inkubation unter Luftausschluss anaerobisiert. SDS-Gele: Marker (mit
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den Molekiilmassen in kDa), VI: vor Induktion, NI: nach Induktion, P: Pellet, L: Lysat, D: Durchlauf, Wi:
Waschfraktion zu Beginn, W»: Waschfraktion am Ende, E1: 1 ul Eluat, E2: 2 ul Eluat. C WT-Aim32. D C123A,
E C222A, F H249A, G H253A.

Tabelle 4-4 verdeutlicht die geringere Proteinausbeute der Alanin-Varianten im Vergleich
zum WT. Nur H253A konnte in dhnlicher Konzentration isoliert werden, was sich auch an
der niedrigen Intensitat der jeweiligen Aim32-Banden nach der SDS-PAGE deutlich macht
(Abb. 4-48 D-G). Ca. 70 % der WT-Protein-Molekile enthielten einen [2Fe-2S]-Cluster.
Der Eisen- und saurelabile Schwefelgehalt der Cystein resp. Histidin zu Alanin-Mutanten
resultierte in einer sehr starken Abnahme der Eisen- und Schwefelgehalter. Saurelabiler
Schwefel war fiir C123A, C222A und H249A nicht mehr nachweisbar. Somit kdnnen C213,
C222 und H249 als Clusterliganden identifiziert werden.

Tabelle 4-4: Protein-, Eisen- und Schwefelgehalt von Aim32 und Varianten.

mg Protein/2 |-Kultur Fe/Protein S/Protein
Aim32 WT (n=1) 4,2 1,5 1,4
C213A (n=1) 2,3 0,4 0
C222A (n=1) 2,3 0,3 0
H249A (n=1) 1,8 0,6 0
H253A (n=1) 5,3 1,0 0,9

Des Weiteren wurden zur ndheren Untersuchung des Histidinbindemotivs Varianten von
Aim32 synthetisiert, in denen diese Histidine durch Cysteine ersetzt wurden. Es wurden
die Einzelmutanten H249C und H253C sowie die Doppelmutante H249C/H253C
analysiert. Nach Expression in E. coli mit dem Zusatzplasmid pRK-ISC zur Unterstiitzung
des Fe/S-Einbaus, aerober lIsolierung mittels Ni-NTA-Agarose und anschlieBender
Umpufferung, konnten die drei Varianten, die eine rotlich-braune Farbung aufwiesen,
mittels SDS-PAGE (Abb. 4-49 A) nachgewiesen werden. Die Proteine besaRen die
erwartete GroRe von ca. 36 kDa und es wurden UV/Vis-Spektren der verdinnten
Proteine aufgenommen. Abbildung 4-49 B zeigt die deutlichen Auswirkungen auf das
UV/Vis-Spektrum von Aim32 bei Anderung der Koordination des Clusters. Im Falle der
H249C/H253C-Doppelmutante zeigte sich ein zusatzlicher Peak bei ca. 412 nm. Bei der
H253C-Mutante ist jener weniger stark ausgepragt und der Peak bei ca. 450 nm ist zu
leicht hoheren Wellenldngen verschoben.
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Abbildung 4-49: Vergleich von WT-Aim32 und His zu Cys Varianten. A SDS-PAGE von Aim32 und
Varianten. Aufgetragen wurden je 1 ul Proteineluat. B UV/Vis-Spektren von Aim32 und Varianten.
Abgebildet sind Spektren der Proteine zwischen 250 und 600 nm. Die Spektren wurden zur besseren
Vergleichbarkeit auf 280 nm normiert. C ESR Spektren von Aim32 und Varianten. Die Spektren wurden bei
77 K aufgenommen. Die ermittelten g-Werte sind in den Spektren angezeichnet. Die Proteine lagen in
Entsalzungspuffer vor und wurden vor Reduktion mit Natriumdithionit (2 mM) durch die Zugabe von
anaerobem Puffer und Inkubation unter Luftausschluss anaerobisiert.

Die Mutation der Histidin-Liganden zu Cysteinen resultierte in allen drei Varianten in
einer starken Veranderung des ESR-Spektrums und der einzelnen g-Werte, dargestellt in
Abbildung 4-49 C. Aim32 zeigte bei 77 K ein rhombisches [2Fe-2S]-Cluster-Signal mit den
g-Werten 2,012, 1,902 und 1,860. Die ESR-Spektren der beiden Einzelmutanten zeigten
ebenfalls typische [2Fe-2S]-Cluster-Eigenschaften. Jedoch war hier gx zu hoherem, gy und
g: zu niedrigerem Feld verschoben (H249C: 1,999, 1,924 und 1,891; H253C: 2,006, 1929
und 1,897). Bei der Doppelmutante H249C/H253C ist die Verschiebung des g,- und
g.-Wertes am stirksten ausgepragt (2,005, 1,950 und 1,916). Diese Anderungen lassen
sich durch eine Anderung der Koordination begriinden. Die Mutanten H249C und H253C
weisen wahrscheinlich ein Cys3-His1-Koordinationsschema auf, wohingegen das Cluster
der Doppelmutante von vier Cysteinen gebunden ist. Dies lasst sich durch Vergleich der
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ermittelten g-Werte mit Werten aus der Literatur von entsprechenden Proteinen, vor
allem mit Apd1 (Stegmaier et al., 2019) verstandlich machen (siehe Kap. 5).

Die UV/Vis- und ESR-Spektren lassen durch ihren Verlauf und typischen Eigenschaften
auf einen inkorporierten [2Fe-2S]-Cluster schliefen. Zudem wurde noch der Nicht-Ham-
Eisengehalt der einzelnen Spezies analysiert (Tab. 4-5).

Tabelle 4-5: Konzentration und Eisengehalt der Histidin zu Cystein-Varianten von Aim32.

mg Protein/2 |-Kultur Fe/Protein

Aim32 WT (n=3) 5,9/17,6/12,7 1,5/1,8/1,2
H249C (n = 2) 6,1/11,10 1,6/0,9
H253C (n=2) 2,8/8,6 1,5/1,0
H249C/H253C (n = 2) 2,2/8,5 1,4/0,7

In allen Varianten konnten signifikante Mengen an Nicht-Ham-Eisen detektiert werden,
die einen [2Fe-2S]-Cluster belegen. Jedoch schwankt die Menge an isoliertem Protein
und der Gehalt an inseriertem Fe/S--Cluster stark von Aufreinigung zu Aufreinigung. Die
Proteinkonzentration der Varianten war geringer als jene von Aim32. Die Mutation der
Clusterliganden flihrte wahrscheinlich zu einer Destabilisierung des Clusters und
resultiert so in einer Destabilisierung des Proteins.

4.7.2 Mofbauerspektroskopie von Aim32

Durch die Mutation verschiedener Aminosduren von Aim32 und Expression der
Varianten in S. cerevisiae und in E. coli war es moglich die Liganden des [2Fe-2S]-Clusters
von Aim32 zu identifizieren. Da Aim32 in geringerer Ausbeute isoliert werden konnte,
wurde die MoRbauerspektroskopie nur fiir die Charakterisierung des WT-Proteins zur
Anwendung gebracht. Sie stellt im Folgenden das Mittel der Wahl dar, um festzustellen
welcher der Clusterliganden ein bestimmtes Eisenion des Clusters koordiniert. Zum einen
besteht die Mdéglichkeit, dass je ein Eisenion von einem Cystein und einem Histidin ligiert
wird. Die zweite Variante wiirde besagen, dass ein Eisenkern ausschliellich von Cystein-
Resten und der zweite von Histidin-Resten koordiniert wird. Die Vorbereitung der Probe
erfolgte analog Kapitel 3.3.10. Zur Anreicherung des >’Fe-Isotops im Protein wurden
E. coli-Zellen in Gegenwart von 100 uM >’Fe kultiviert. Das Protein wurde am Ende der
Aufreinigung stark aufkonzentriert. Die Messungen erfolgten an der RPTU im
Fachbereich Physik (Biophysik) in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Volker Schiinemann
durch Dr. Christina Mdller. Abbildung 4-50 gibt das gemessene Spektrum des oxidierten
Proteins bei 77 K ohne duBeres Magnetfeld wieder.



145
Ergebnisse

1,00 [

rel. Transmission

0,99

0,98

0,97

-4 -2 0 2 <
Geschwindigkeit (mms?)
Abbildung 4-50: M6Rbauerspektrum von oxidiertem Aim32 (44 mg/ml) in Entsalzungspuffer (pH 9). 1

und 2 stellen die beiden Subspektra der beiden Eisenkerne dar (schwarz). Unten ist der resultierende Fit
dargestellt (rot).

Die rote Linie durch die Messpunkte stellt den resultierenden Fit, der von Dr. Christina
Miller durchgefiihrt wurde, dar. Komponente 1 wies eine Isomerieverschiebung von
6 = 0,34 mm/s und eine Quadropulaufspaltung von AEq = 0,92 mm/s auf. Komponente 2
besal’ in Relation dazu eine mit 6 = 0,24 mm/s niedrigere Isomerieverschiebung und mit
AEq = 0,50 mm/s eine niedrigere Quadropulaufspaltung. Beide Komponenten nehmen je
50 % vom Gesamtspektrum ein. Anhand dieser Parameter ist es nun moglich, die beiden
Eisenkerne voneinander zu unterscheiden und die spezifischen Liganden zuzuordnen.
Die Elektronegativitat von Stickstoff ist hoher als von Schwefel, was zu einer niedrigeren
Elektronendichte am Eisenzentrum fiihrt, wenn das Erstere gebunden ist. Somit wiirde
sich die Isomerieverschiebung als auch die Quadropolaufspaltung einer Komponente im
Vergleich zur anderen erhéhen, wenn die Eisenkerne asymmetrisch koordiniert sind.
Dies ist fur Aim32 der Fall. Abbildung 4-51 stellt die wahrscheinliche Ligandenanordnung
dar.

Abbildung 4-51: Schematische Fe/S-Clusterkoordination von Aim32. Ein Eisenkern ist von zwei Cysteinen
(213 und 222) der zweite von zwei Histidinen (249 und 253) koordiniert.
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4.7.3 Bestimmung des pKs-Wertes von Aim32

Aim32 koordiniert einen [2Fe-2S]-Cluster mittels zwei Cysteinen und zwei Histidinen.
Diese Koordinationsart kdnnte je nach pk-Wert in einer pH-Abhangigkeit des UV/Vis-
Spektrums resultieren, da je nach pH-Wert die Histidine protoniert oder deprotoniert
vorliegen konnen. Die Bestimmung des pKs-Wertes wurde nach Kapitel 3.3.9
durchgefihrt.
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Abbildung 4-52: pKs-Wert-Bestimmung von Aim32. A UV/Vis-Spektren von Aim32(in Entsalzungspuffer
8 mg/ml) bei verschiedenen pH-Werten. pH 5,5 (gelb), pH 7,0 (blau), pH 9,0 (rot) und pH 11,0 (schwarz). B
Differenzspektrum zwischen pH 10,5 und 5,5. Die zur Auswertung verwendeten Wellenldngen sind durch
gestrichelte Linien markiert. C pKs-Wert-Bestimmung. Die Messungen der pH-Werte 5,5, 6,0 und 6,5 sind
aufgrund von Proteinprazipitation nicht dargestellt.

Abbildung 4-52 A zeigt eine Auswahl von UV/Vis-Spektren von Aim32 im pH-Bereich von
7,0-11,0. Zur besseren Vergleichbarkeit und um kleine Konzentrationsunterschiede
durch Pipettierfehler auszugleichen, wurden alle Spektren auf 450 nm normiert und um
die Absorption bei 650 nm korrigiert. Betrachtet man das Differenzspektrum in
Abbildung 4-52 B der pH-Werte 10,5 und 5,5 so ist im Bereich zwischen 425 nm und
460 nm eine kleine, aber signifikante Anderung der Absorption zu beobachten. Die
weitere Auswertung wurde somit unter Verwendung dieser beiden Wellenlangen
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durchgefihrt. Die Abhangigkeit der Absorptionsdifferenz von 425 nm und 460 nm und
dem pH-Wert wird aus Abbildung 4-52 C ersichtlich. Der Verlauf der einzelnen Punkte
konnte durch eine Summe von zwei Henderson-Hasselbalch-Gleichungen simuliert
werden und steht somit flir zwei Proto- oder Deprotonierungen, was wiederum mit den
zwei Histidin-Liganden des [2Fe-2S]-Clusters im Einklang steht. Bei den pH-Werten 6,0
und 6,5 kam es zur Prazipitation des Proteins. Zudem konnte im Bereich der pH-Werte
zwischen 5,5-9,0 der Verlauf der Kurve nur unzureichend gefittet werden. Aus diesem
Grund wurde der Fit nur fir den Bereich pH 7,0-10,5 durchgefiihrt. Somit lassen sich fir
Aim32 zwei pKs-Werte im oxidieren Zustand bestimmen: pKi = 8,0 und pK; = 10,4. Diese
Werte werden hier nur ungefahr angegeben, da die Messung wegen der geringen Menge
an verfiigbaren Aim32 nur einmal durchgefiihrt wurde.

4.8 Protein-Kristallisation von Apd1 aus S. cerevisiae

Die Kristallstruktur von Proteinen kann zu Erkenntnissen Uber ihre Funktion durch
Aufklarung ihrer Faltung dienen. Der N-Terminus von Apd1l dient womdglich nicht nur
der Ausbildung der Proteinstruktur, sondern kénnte auch durch die auffallig hohe Anzahl
an potenziell ligierenden Aminosauren weitere Metallionen binden und so das aktive
Zentrum des Proteins darstellen. Durch die Lokalisierung des [2Fe-2S]-Clusters von Apd1
innerhalb des Proteinmolekiils, kénnen Vermutungen Uiber seine Funktionalitat
getroffen werden. Fe/S-Cluster im Inneren des Proteins lassen vielmehr auf eine
Stabilisierungs- als auf eine Elektronentransportfunktion schlieRen. In dieser Arbeit
wurde an der Humboldt-Universitat zu Berlin in der Arbeitsgruppe von Prof. Holger
Dobbek (Strukturelle Biologie/Biochemie) in Zusammenarbeit mit Dr. Berta Martins
Kristallisationsexperimente durchgefiihrt.

Es wurden Kristallisationsansatze fir S. cerevisiae Apd1 und dem bakteriellen Homolog
aus Thermomonospora curvata durchgefiihrt. Da die Protein Aufreinigung mittels
Affinitats-Tags in einer Inhomogenitit der Apd1-Proteinmolekile resultieren kénnen
(Stegmaier, personliche Mitteilung), wurden beide Proteine liber eine Heparinsdule mit
anschlielender Gelpermeationschromatographie isoliert und aufgereinigt. Mit den
ausgewahlten Kristallisationsbedingungen konnten nur Kristalle des Proteins aus
S. cerevisiae erhalten werden. Aus diesem Grund wird in Abbildung. 4-53 nur eine
Ubersicht der Proteinkristalle von Apd1 dargestellt.

Wahrend der Aufreinigung liber die Heparinsdule und auch der anschlieRenden weiteren
Aufreinigung mittels Gelfiltration wurde sowohl die Absorption bei 280 nm, als Mal fiir
den Proteingehalt, als auch die Absorption bei 450 nm als MaR fir den Gehalt an Fe/S-
Cluster gemessen. Es war moglich Apd1 bereits nach dem ersten Aufreinigungsschritt in
einem hohen Reinheitsgrad zu isolieren (Abb. 4-53 A). In der Gelfiltration werden
Proteine aufgrund ihrer GrofRe getrennt. Nach einer Elutionszeit von 160 min (160 ml)
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wurde das Zielprotein homogen als einzelner Peak eluiert. Die Elutionszeit deutet auf ein
Monomer hin (Stegmaier, 2017).
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Abbildung 4-53: Ubersicht der Aufreinigung von S. cerevisiae Apd1 zur Kristallisation. A Chromatogramm
der Aufreinigung mittels Heparinsadule. B Chromatogramm der Aufreinigung mittels Gelfiltration. C SDS-
PAGE ausgewahlter Fraktionen wahrend der Gelfiltration. D SDS-PAGE der gesamten Aufreinigung. M:
Marker mit den Molekiilmassen der Proteine in kDa, VI: vor Induktion, NI: nach Induktion, P: Pellet, L:
Lysat, D: Durchlauf, W1: 1. Waschfraktion, W2: 2. Waschfraktion, E1: Eluat 1 pl (1:10), E2: Eluat 2 pl (1:10).

Ausgehend vom Peak-Maximum (s. Abb. 4-53 B, angedeutet als ,,0“ in Abb. 4-53 C)
wurden diese, die beiden vorherigen und die beiden folgenden Fraktionen vereinigt und
aufkonzentriert. Abbildung 4-53 D zeigt das Ergebnis einer SDS-PAGE einer Isolierung
mittels Heparinsdule und anschlieRender Gelpermeationschromatographie. Die Bande
im Pellet (P) auf gleicher HOhe des eluierten Proteins kann entweder auf nicht vollstandig
aufgeschlossene Zellen zurlickzufiihren sein oder ein Anteil des Proteins war durch die
hohe Proteinkonzentration der Uberexpression nicht 6slich. In der ersten Waschfraktion
(W1) war auch noch eine schwache Bande auf der Hohe des eluierten Proteins zu
detektieren was auf eine Uberladung der Siule oder eine unzureichende Bindung des
Proteins an das Saulenmaterial hindeuten kann.

Die zur Kristallisation verwendeten Proteine wurden in 20 mM Tris pH 9,0, 100 mM NaCl
gelagert. Die Kristallisationsversuche starteten mit verschiedenen, kommerziell
erhaltlichen Screens. Es wurden insgesamt 12 verschieden Screens im 96-Well-Mal3stab
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durchgefihrt und somit insgesamt 1152 Kristallisationsbedingungen getestet. Als
Proteinkonzentration wurden 10 resp. 20 mg/mg gewahlt. Die verschiedenen Screens
sind in Kapitel 2.9 aufgelistet.

Die in Abbildung 4-54 A-D und G gezeigten Kristalle wurden mit dem Screen JCSG
(A:0,2 M Ammoniumformat, 20 % PEG 3350, B: 0,1 M Bis-Tris pH 5,5, 25 % PEG 3350, C:
0,2M Ammoniumsulfat, 0,1 M Bis-Tris pH 5,5, 25 % PEG 3350, D: 0,2M
Magnesiumchlorid, 0,1 M Bis-Tris pH 5,5, 25 % PEG 3350, G: 0,2 M Natriumthiocyanat,
20 % PEG 3350) und einer Proteinkonzentration von 10 mg/ml erhalten. Weitere Kristalle
konnten mittels des Screens FootPrint (E: 0,1 M Natriumacetat pH 5,5, 24 % PEG 5K-
MME, F: 1 M Natriumacetat pH 5,5, 18 % PEG 5K-MME) generiert werden. Die Kristalle
zeichneten sich durch eine rétlich-braune Farbung aus, was sie als Proteinkristalle mit
Fe/S-Cluster und nicht als Salzkristalle identifizierte, jedoch konnten unter den
Bedingungen keine Einkristalle gewonnen werden. Die Struktur wies durch
ungeordnetes Kristallwachstum in allen Fallen Risse auf oder war verzweigt.

Durch Vergleich der Struktur der einzelnen Kristalle wurde verdeutlicht, dass eine Zugabe
von Salzmolekilen, sogenannten Additiven, einen eher negativen Einfluss auf das
Kristallisationsverhalten von Apd1 hatte. Ein niedriger pH und die Gegenwart von PEG
schienen die Kristallbildung zu begtinstigen.

Zur Optimierung der Kristallisationsbedingen wurden verschiedene Variationen der im
Screeningverfahren gefundenen positiven Parameter durchgefiihrt. Variiert wurden die
Parameter der unter Abbildung 4-54 A, B, D, E, F und G gefunden Kristalle bezlglich ihrer
PEG-, Salz- und Proteinkonzentration. Alle Kristallisierungsbedingungen konnten
reproduziert werden und schon am nachsten Tag waren dinne, gefarbte Kristalle zu
beobachten, die sich aber mit fortschreitendem Wachstum wieder verzweigten und
Briiche aufwiesen. Um das geordnete Kristallwachstum zu unterstitzen, wurden
Seeding-Experimente  durchgefiihrt. Dabei fungiert ein bereits erhaltenes
Kristallbruchstiick als Impfkristall eines folgenden Ansatzes. Diese Experimente wurden
von Dr. Berta Martins weiter fortgefiihrt und haben inzwischen erfolgreich zur Bildung
einzelner Kristalle und zur Auflésung der 3D-Struktur gefihrt.
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Abbildung 4-54: Proteinkristalle von Apd1.A-D und G JCSG-Screen. E und F Footprint-Screen.



151
Ergebnisse

4.9 Versuche zum Nachweis eines mononukleidren
Fe-Zentrums

Da es mehrere Dioxygenasen gibt, die neben einem [2Fe-2S]-Cluster ein mononukleares
Eisenzentrum besitzen, wurde versucht dieses Uiber die ESR-Spektroskopie
nachzuweisen. Wird NO an ein mononukleares Fe-Zentrum gebunden, ist es moglich ein
Fe?*-Eisenzentrum zu detektieren. Bedingt durch die Bindung von NO an Eisen wird ein
S=3/2 Zustand erhalten, der starke Signale im Bereich g = 4 aufweist. In dieser Arbeit
wurde versucht ein Nitrosyl-Proteinkomplex nach Kapitel 3.3.8 zu bilden. Die Messung
der Proben wurde von Dipl.-Chem. Dominique Bechtel vorgenommen.

[2Fe-2S]-Cluster

3,3

10 50 0 130 170 210 250 290 330 370
magnetisches Feld (mT)

Abbildung 4-55: ESR-Spektrum des Nitrosyl-Proteinkomplexes. NO-behandeltes, dithioniertes Apd1 zeigt
kein eindeutiges NO-Fe-Komplex ESR-Signal. Das Spektrum wurde bei 8 K gemessen.

Die erhaltenen Signale (Abb. 4-55) im Bereich g = 4 sind jedoch sehr breit und nicht einem
Nitrosyl-Fe-Komplex zuzuordnen.

4.10 Charakterisierung von T. curvata AAH

Der Sequenzvergleich der Clusterdoméane von Aim32/Apd1 mit Eubakterien zeigte ein
Protein aus dem thermophilen Bakterium T. curvata auf (Stegmaier et al. 2019). Obwohl
das Protein nur geringe Sequenzdhnlichkeit mit Aim32 oder Apdl besitzt, ist die
Konservierung innerhalb der Clusterbindedomane der Proteine signifikant. Vor allem im
Bereich des fur Aim32/Apd1 typischen Histidinclusterbindemotiv HXxGGH ist eine hohe
Konservierung der Aminosduren zu verzeichnen. Interessanterweise befindet sich an der
Position des zweiten Histidins in diesem Protein ein Aspartat (Abb. 4-56, untere Zeile, lila
Markierung). In diesem Teil der Arbeit sollte dieses Protein hinsichtlich seiner
spektroskopischen Eigenschaften untersucht werden. Die Clusterliganden sollten durch
Mutagenese der potenziellen Aminosauren, Expression in E. coli und anschliefende
Reinigung des Proteins identifiziert und durch Austausch der potenziellen Liganden
alternative Clusterbindemotive geschaffen und untersucht werden.
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. * * *
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* .
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Apdl -—---DDV---EA-TLDGLVP---—-—-—— DLLDENISREKLLE-—-——--- TRPNVAVARERAF 203
TcAAH --—--GDHRELEE-LDEGVLA---—-——— EVAAG--RRPRFGE-—-—----— PVAGPAGAPGKPL 142
* .k . . . . .
Aim32 NLVCGHYKRDAKCGEMGPDIIAA-—--FQDEKLFPEN-——-——-— NLALISHIGGHIFAG 257
Apdl VFICSHTTRDKRCGITAPYLKKVEFDSKLOEHGLYRDNSDYRAEGVKIAFVNHVGGHKFAA 263
TcAAH LLVCTHGKRNACCARYGAPLARELAARFGD-=-=-————===—————— LVWETTHVGGIRYAA 187
HE . : HI : JKIEE L ok
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* . .. .
Aim32 ENGKITIDEMYRGGT SMN———— == === == —— o m o 311
Apdl = mmmmm o IVPEEPTLPF-PEKVRCIKKYQSW-—-—-—--- 316
TcAAH GVDSVSVESLTGTSPYEAVIDVAGARYLVTVEETEPVHDCEPGCQENVRSYVVRGITLLN 307

Aim32 - 311
Apdl - 316
TcAAH RAALV 312

Abbildung 4-56: Sequenzvergleich von Aim32, Apd1 und dem Homolog aus T. curvata.

Zur Charakterisierung von Proteinen ist es von Noten, dass sie in geniligend groRer Menge
und geeigneter Reinheit zur Verfligung stehen. In dieser Arbeit wurde das Protein TcAAH
(T. curvata Aim32/Apd1 Homolog), ein Homolog des Proteins Apd1 resp. Aim32 aus
S. cerevisiae, und dessen Varianten mittels verschiedener Aufreinigungsmethoden nach
erfolgter Genexpression in E. coli isoliert.

4.10.1 Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose

Der Expressionsvektor pETDuet-1 und die Aufreinigung von Proteinen mit einem His-Tag
mittels Ni-NTA stellten fiir die Hefeproteine Apdl und Aim32 ein ideales
Expressionssystem dar. Vor allem Apd1 konnte in groBer Ausbeute und hoher Reinheit
aus E. coliisoliert werden (Stegmaier, 2017). Aus diesem Grund wurde zur Isolierung des
homologen Proteins aus T. curvata auch eine Klonierung in pETDuet-1 und
anschlielender Reinigung via N-terminalen His-Tag Uber Ni-NTA durchgefiihrt. Die
Expression wurde mit dem Zusatzplasmid pRK-ISC zur Unterstiitzung des Fe/S-Einbaus
vorgenommen. Das Protein konnte in moderater Ausbeute mit 8,2 + 2,5 mg Protein aus
einer 2 |-Kultur isoliert werden (n = 3). Das Eluat wies eine braunliche Farbe auf, was
bereits einen ersten Hinweis auf einen eingebauten Fe/S-Cluster darstellte. Direkt nach
der Aufreinigung und Umpufferung wurde ein UV/Vis-Spektrum aufgenommenen (Abb.
4-57 A). Die Maxima bei 320, 420 und 550 nm identifizierten einen Fe/S-Cluster. Die
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Eisenbestimmung ergab 1,6 + 0,3 Eisenionen und die Sulfidbestimmung 1,3 + 0,4
Sulfidionen pro Monomer. Abbildung 4-57 C stellt den Verlauf der Expression und
Isolierung anhand einer SDS-PAGE dar. Zu verschiedenen Zeitpunkten genommene
Proben wurden untersucht und zeigten die Effizienz der Proteinisolierung. Es ist deutlich
zu erkennen, dass durch die Zugabe von IPTG die Induktion erfolgreich eingeleitet wurde.
Es ist eine starkere Proteinbande (ca. 35 kDa) in der Nachinduktionsprobe (NI) als in der
Vorinduktionsprobe (VI) prasent. Die Bande in der Pellet Fraktion nach der
Ultrazentrifugation ist auf nichtaufgeschlossene Zellen oder nichtlésliches Protein
zurickzufihren. Durch die intensive Bande in den Eluat-Fraktionen ldsst sich die
erfolgreiche Isolierung des Proteins erkennen, die jedoch einige Verunreinigungen
aufweist. Die Anwesenheit eines [2Fe-2S]-Clusters wurde nun durch die ESR-
Spektroskopie nachgewiesen. Nach Reduktion mit Natriumdithionit unter anaeroben
Bedingungen konnte bei 77 K ein rhombisches Signal mit den g-Werten 2,018, 1,892 und
1,777 einer einzelnen Spezies detektiert werden (Abb. 4-57 B).
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Abbildung 4-57: Aufreinigung von Hiss_TcAAH. A UV/Vis-Spektrum von Hiss_TcAAH, Inset: isoliertes
Protein. B ESR-Spektrum von Hise_TcAAH bei 77 K. Die Mikrowellenleistung war 20 mW, die Frequenz
9,43 GHz und die Modulationsamplitude 1,5 mT. C SDS-PAGE (12 %): M: Marker (mit den Molekiilmassen
in kDa), VI: vor Induktion, NI: nach Induktion, P: Pellet, L: Lysat, D: Durchlauf, W1: Waschfraktion zu Beginn,
W2: Waschfraktion am Ende, E1: 1 pl Eluat, E2: 2 pl Eluat (11 mg/ml).

Aufgrund der Konservierung der Aminosauresequenz im clusterbindenden Bereich von
Apd1 aus S. cerevisiae und dem Homolog aus T. curvata wurden als Cysteinliganden des



154
Ergebnisse

Clusters fiir TcAAH die Cysteine 146 und 154 resp. 155 vermutet. Zur ldentifizierung
wurden mittels ortspezifischer Mutagenese Plasmide angefertigt, in denen je eines
dieser Cysteine zu Alanin umgewandelt ist. Die Expression in E. coli erfolgte erneut mit
dem Zusatzplasmid pRK-ISC. Die Reinigung der Varianten erfolgte analog der
Aufreinigung des WT-Proteins.
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Abbildung 4-58: Aufreinigung der Cystein-Varianten von TcAAH via His-Tag. A UV/Vis-Spektren der
Varianten von Hiss_TcAAH. B ESR-Spektren der Varianten von Hise_TcAAH bei 77 K. Die
Mikrowellenleistung war 20 mW, die Frequenz 9,43 GHz und die Modulationsamplitude 1,5 mT. Es wurde
auf die g,-Amplitude normiert. C SDS-PAGE (12 %) der Varianten von Hiss_TcAAH: M: Marker (mit den
Molekillmassen in kDa), aufgetragen wurden je 1 ul der Eluatfraktion.

Alle Varianten des Proteins zeigten eine braunliche Farbung und besitzen somit zu hoher
Wabhrscheinlichkeit einen eingebauten Cluster. Die UV/Vis-Spektren der drei Varianten
wiesen sehr unterschiedliche Formen und Maxima auf und bei allen Varianten war eine
Verschiebung des Spektrums im Vergleich zu WT zu beobachten (Abb. 58 A). Die
Bestimmung des Nicht-Ham-Eisengehaltes lieferte fiir die drei Varianten 0,70-0,87
Eisenionen pro Proteinmolekiil. Anhand der ESR-Spektren der drei Proteine lassen sich
daher eher Riickschliisse auf die potenziellen Clusterliganden treffen. Sowohl die
Variante C146A als auch C155A waren im reduzierten Zustand bei 77 K ESR-inaktiv was
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moglicherweise auf ein schwach gebundenes [2Fe-2S]-Cluster, das im reduzierten
Zustand instabil ist, hindeutet (Abb. 58 B). In der SDS-PAGE aus Abbildung 4-58 C sind die
Eluate der Aufreinigungen von WT, C146A, C154A und C155A aufgetragen. Alle Proteine
wiesen die erwartete GrofSe auf und alle Varianten zeigten das gleiche Verhaltnis von
Abbau/Kontaminations- zu Proteinbanden wie das WT-Protein.

Die Aufreinigung von TcAAH-Varianten, in denen jeweils eins der drei potenziellen
Cytsteinclusterliganden zu Alaninen mutiert waren, lieferte erste Hinweise auf das
Ligandenmuster durch die ESR-Spektroskopie. Durch Mutation der Cysteine zu Alaninen
konnten in zwei Fallen ESR-inaktive Varianten geschaffen, die somit keinen [2Fe-2S]-
Cluster tragen. Der unterschiedliche Verlauf des ESR-Spektrums der Variante C154A lasst
sich durch eine mogliche Destabilisierung des Clusters erkldaren, da dieses mutierte
Cystein direkt neben einem Clusterliganden liegen wirde. Die Ergebnisse der UV/Vis-
Spektroskopie sowie die Bestimmung des Eisengehaltes waren jedoch nicht eindeutig.
Um Aufschluss Gber die Liganden der jeweiligen Eisenkerne zu erhalten, wurde von
TcAAH eine Mo6Bbauerprobe angefertigt und vermessen.
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Abbildung 4-59: M6Rbauerspektrum von oxidiertem TcAAH (30 mg/ml) in Entsalzungspuffer (pH 9). 1 bis
4 stellen die vier Subspektra der beiden Eisenkerne dar (schwarz). Unten ist der resultierende Fit dargestellt
(rot).

Anhand der 4 Subspektren kann man auf vier verschiedene Eisenkerne in der Probe
schliellen. Es scheint, als ware mit dem Zielprotein noch ein weiteres Protein, vielleicht
ein Bestandteil der ISC-Maschinerie tber die Ni-NTA-Sdule eluiert worden. Aus diesem
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Grund wurde im Folgenden versucht (iber eine weitere Art der
Affinitatschromatographie TcAAH aufzureinigen.

4.10.2 Aufreinigung mittels Twin-Strep-Tag

Die Proteinisolierung mittels His-Tag und Ni-NTA-Agarose stellte sich flir TcAAH nur
bedingt als geeignetes System aufgrund der nicht eindeutigen Ergebnisse der UV/Vis-
ESR- und MoRbauerspektroskopie heraus. Zudem konnten die Cysteinclusterliganden
nicht eindeutig bestimmt werden. Somit wurde als zweite Methode der Isolierung die
Affinitatschromatographie mittels Strep-Tags genutzt.
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Abbildung 4-60: Analytik Aufreinigung TcAAH via Strep-Tag. A UV/Vis-Spektrum von TS_TcAAH, Inset:
isoliertes Protein. B ESR-Spektrum von reduziertem TS_TcAAH bei 77 K. C SDS-PAGE (12 %) der
Aufreinigung von TS_TcAAH: M: Marker (mit den Molekiilmassen in kDa), VI: vor Induktion, NI: nach
Induktion, P: Pellet, L: Lysat, D: Durchlauf, W1: Waschfraktion zu Beginn, W2: Waschfraktion am Ende, E1:
1 ul Eluat, E2: 2 pl Eluat (15 mg/ml).

Diese Aufreinigungsmethode ist im Vergleich zur Aufreinigung liber Ni-NTA-Agarose
schonender zu Fe/S-haltigen Proteinen da hier kein hochkonzentriertes Imidazol fiir die
Isolierung bendtigt wird.

Das Expressionsplasmid IBA102 mit N-terminalem Twin-Strep-Tag stellte hier den Vektor
der Wahl dar. Die Expression wurde mit dem Zusatzplasmid pRK-ISC zur Unterstitzung



157
Ergebnisse

des Fe/S-Einbaus durchgefiihrt. Die Ausbeute an Protein nach Isolation gemaR Kapitel
3.4.5 war im Vergleich zur Expression mit pETDuet-1 und Aufreinigung mittels Ni-NTA
hoher. Auch hier lieR sich anhand er Farbung des Proteins und des UV/Vis-Spektrums,
gezeigt in Abbildung 4-60 A, mit den typischen Maxima auf einen [2Fe-2S]-Cluster
schlieBen. Es konnten mit dieser Aufreinigungsmethode 11,9 + 3,0 mg Protein aus einer
2 |-Kultur mit 1,28 + 0,57 Eisenionen und 0,99 * 0,33 Sulfidionen pro Monomer isoliert
werden (n = 4). Es wurde zu verschiedenen Zeitpunkten Proben zur Verfolgung der
Aufreinigung genommen. Die SDS-PAGE zeigte auch in dieser Aufreinigungsmethode
eine unzureichende Binding des Proteins an die stationdre Phase wahrend der Isolation.
In Abbildung 4-60 C sind in der Durchlauffraktion, zu Beginn und auch am Ende der
Waschphase eine Bande auf Hohe des Zielproteins zu erkennen. Das gereinigte Protein
wurde mit 2 mM Natriumdithionit unter anaeroben Bedingungen reduziert und zeigte
bei 77 K ein rhombisches [2Fe-2S]-Signal, das identische g-Werte wie das His-getagte
Protein aufweist, obwohl eine Schulter bei g = 1,92 an der niedrig-Feld Seite von gy zu
beobachten war (Abb. 4-60 B).

Zur Bestimmung der Cysteinclusterliganden wurden auch von TcAHH mit N-terminalen
Strep-Tag, Varianten angefertigt, bei denen je einer der putativen Cysteinliganden (s. 0.)
zu Alanin mutiert ist. Die Expression in E. coli erfolgte erneut mit dem Zusatz Plasmid
pRK-ISC zur Unterstitzung des Clustereinbaus. Die Reinigung der Varianten erfolgte
analog der Aufreinigung des WT-Proteins. Auch in diesem Fall war es moglich alle drei
Varianten als brdunliche Proteine in guter Ausbeute mit 15,3—-11,8 mg Protein pro
2 |-Kultur zu isolieren (Abb. 4-61 C). Das UV/Vis-Spektrum (Abb. 4-61 A) der Varianten
mit den typischen Maxima und der Gehalt an Eisenionen von 0,69-1,27 pro
Proteinmolekiil lassen auf einen inkorporierten [2Fe-2S]-Cluster schlielen. Jedoch zeigt
sich im ESR-Spektrum auch hier nur die Variante C154A im reduzierten Zustand bei 77 K
als ESR-aktiv (Abb. 4-61 B). Aufgrund der hohen Kosten und Verflgbarkeit des
Saulenmaterials wurde im Folgenden beschlossen fiir weitere Experimente eine
Aufreinigung mittels lonentauscher zum Einsatz zubringen.
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Abbildung 4-61: Analytik und Aufreinigung der Cystein Varianten von TcAAH via Strep-Tag. A: UV/Vis-
Spektren der Varianten von TS_TcAAH. B: ESR-Spektren der Varianten von TS_TcAAH bei 77 K. C: SDS-
PAGE (12 %) der Varianten von TS_TcAAH: M: Marker (mit den Molekilmassen in kDa), aufgetragen
wurden je 1 pl der Eluatfraktion.

4.10.3 Aufreinigung von ungetaggtem TcAAH

Es wurden parallel zu S. cerevisiae Apd1 Kristallisationsansatze fiir das bakteriellen
Homolog aus Thermomonospora curvata durchgefiihrt. Um eine Inhomogenitat der
Proteinmolekiile zu vermieden wurde auch hier eine Aufreinigung mittels Heparinsaule,
die hier als lonentauscher eingesetzt wird, mit anschlieBender Gelpermeations-
chromatographie durchgefiihrt. Das Gen wurde dafiir in pETDuet-1 zwischen die
Schnittstellen Ncol und Sall kloniert. Somit wurde der im Vektor befindliche Hiss-Tag
herausgeschnitten. Die Expression wurde mit dem Zusatzplasmid pRK-ISC zur
Unterstiitzung des Fe/S-Einbaus durchgefiihrt. Im Verlauf der Chromatographie wurden
sowohl die Absorption bei 280 nm als Mal fiir den Proteingehalt als auch die Absorption
bei 450 nm als MakR fir den eingebauten Fe/S-Cluster erfasst (Abb. 4-62 A und B).
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Abbildung 4-62: Ubersicht der Aufreinigung von TcAAH ohne Tag (1). A Chromatogramm der Aufreinigung
mittels Heparinsaule. B Chromatogramm der Aufreinigung mittels Gelfiltration.

Im Gegensatz zur Aufreinigung des Proteins Apdl aus S. cerevisiae (Kap. 4.8) war in
diesem Fall die Reinheit des Proteins nach der lonenaustauschchromatographie als
ersten Aufreinigungsschritt noch nicht zufriedenstellend, verbesserte sich aber deutlich
nach der Gelfiltration. Zudem war anhand der SDS-PAGE zu erkennen, dass hier ein Teil
des Proteins nicht oder nur unzureichend an das Heparinsdulenmaterial band, da auch
am Ende der Waschphase eine deutliche Bande, die TcAAH zuzuordnen ist, vorhanden
war. (Abb. 4-63).
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Abbildung 4-63: Ubersicht der Aufreinigung von TcAAH ohne Tag (2). SDS-PAGE. M: Marker (mit den
Molekilmassen in kDa), VI: vor Induktion, NI: nach Induktion, P: Pellet, L: Lysat, D: Durchlauf, Wi:
Waschfraktion zu Beginn, W2: Waschfraktion am Ende, Enep: Eluat der Heparinsaule. Ei2: Eluate der
Gelfiltration (1 resp. 2 pl).

Wie in Tabelle 4-6 zu sehen, konnten 12 + 7 mg Protein aus einer 2 |-Kultur mit einem
Eisengehalt von 1,29 £ 0,39 Eisenionen pro Proteinmolekiil isoliert werden (n = 4).
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Tabelle 4-6: Protein und Eisengehalt von ungetaggtem TcAAH.

Aufreinigung mg Protein/2 |-Kultur Fe/Protein
1 9,6 1,88
2 10,0 1,30
3 4,8 1,21
4 24,2 0,78

In Abbildung 4-64 A weist das UV/Vis-Spektrum Maxima bei 325, 450 sowie 550 nm auf,
was dem typischen Spektrum eines [2Fe-2S]-Proteins dhnelt. Die Anwesenheit eines
[2Fe-2S]-Clusters wurde nun durch die ESR-Spektroskopie nachgewiesen. Nach
Reduktion mit Natriumdithionit unter anaeroben Bedingungen konnte bei 77 K ein
rhombisches Signal einer einzelnen Spezies mit den g-Werten 2,018, 1,888 und 1,773
detektiert werden (Abb. 4-64 B).
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Abbildung 4-64: UV/Vis- und ESR-Spektrum von TcAAH. A UV/Vis-Spektrum von TcAAH (19 mg/ml) in
Puffer A/B (1:20 in Puffer A/B). Gestrichelt dargestellt: 5-fache VergroRerung. B ESR-Spektrum von
reduziertem TcAAH bei 77 K. Die Mikrowellenleistung lag bei 20 mW, die Frequenz bei 9,43 GHz und die
Modulationsamplitude bei 1,5 mT.

4.10.4 Aufreinigung der Varianten ohne Tag

Zur Charakterisierung der Clusterliganden von TcAAH wurden unter 4.9.1 und 4.9.2
verschiedene Aufreinigungsmethoden zur Isolierung der Proteine angewandt. Zur
ausfiihrlichen Charakterisierung der Clusterliganden wurde auf die Aufreinigung ohne
Tag mittels Heparinsaule mit anschlieRender Gelfiltration zuriickgegriffen. Zusatzlich zu
den vermuteten Cysteinliganden wurden in diesem experimentellen Zusammenhang
auch alle anderen Cysteine des Proteins zu Alaninen mutiert. Des Weiteren wurden zur
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Charakterisierung des HxGGD-Motivs auch diese potenziellen Liganden zu Alaninen
mutiert. Zudem wurde durch Mutation des Histidins resp. Aspartats zu alternativen
Clusterliganden unterschiedliche Clusterumgebungen geschaffen, die spektroskopisch
untersucht wurden.

Die Mutation von Clusterliganden des [2Fe-2S]-Clusters resultiert, wie bei Aim32 (Kapitel
4.7.1) gezeigt, in einer starken Anderung eines ESR-Spektrums und der dazugehérigen
g-Werte. Somit wird im Folgenden die Identifikation der Clusterliganden nur anhand der
ESR-Spektroskopie durchgefiihrt.

7 10 20 146154155 179183 191 287 291

o ([0 1)
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C

Abbildung 4-65: Schematische Ubersicht der mutierten Aminosauren von TcAAH.

Die Proteine der Cystein zu Alanin-Varianten im ersten und dritten Abschnitt in
Abbildung 4-65 (orange) wurden einmal isoliert und es wurde nur iber die Heparinsaule
ohne anschlieBende Gelfiltration aufgereinigt. Flir C154A wurde eine weitere
Aufreinigung mittels Gelfiltration durchgefiihrt. Die Mutanten C146A und C155A wurden
ebenfalls nur Gber die Heparinsdule aufgereinigt, da es bei dem Versuch die beiden
Varianten lber Gelfiltration weiter aufzureinigen zur Prazipitation der Proteine kam. Die
Generierung und Isolation dieser neun Varianten diente der Identifikation der
Cysteinliganden des Fe/S-Clusters tiber die ESR-Spektroskopie. Von jeder Mutante wurde
im reduzierten Zustand ein ESR-Spektrum bei 77 K aufgenommen. Die Signale der drei
N-terminalen (C7A, C10A und C20A) sowie der C-terminalen (C191A, C287A und C291A)
Cystein-Varianten von TcAAH zeigten das gleiche rhombische Signal wie das WT-Protein.
Auch die g-Werte, angedeutet in Abbildung 4-66, sind nahezu identisch mit jenen des
WT. Dies spricht dafiir, dass eine Mutation dieser Cysteine nicht mit einer Anderung der
Liganden des [2Fe-2S]-Clusters einhergeht. Die Varianten C146A und C155A waren wie
bei den Proteinen mit His- resp- Strep-Tag bei 77 K ESR-inaktiv im Gegensatz zu C154A.
Dessen Signal wies, wie das der N- und C-terminalen Cystein-Varianten, im Gegensatz zu
C154A der Reinigung mittels His- resp- Strep-Tag, den gleichen Verlauf mit
vergleichbaren g-Werten wie WT auf. Da bei C146A und C155A kein Cluster inkorporiert
ist, war der Nachweis des Proteins nur tber die SDS-PAGE und nicht Gber die ESR-
Spektroskopie moglich (vgl. Abb. 4-68).
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Abbildung 4-66: ESR-Spektren der Cystein-Mutanten von TcAAH. Die Spektren wurden bei 77 K
aufgenommen. Die ermittelten g-Werte sind in den Spektren angezeichnet. Die Proteine lagen bei pH 9
vor und wurden vor Reduktion durch Natriumdithionit durch die Zugabe von anaerobem PufferA/B und
Inkubation unter Luftausschluss anaerobisiert. Die Spektren wurden auf die Intensitdt des jeweiligen
gx-Wertes normiert. Die Spektren von C146A und C155A sind unverandert dargestellt.
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Die beiden anderen Liganden des Clusters wurden nun im Folgenden bestimmt.
Aufgrund der hohen Ahnlichkeit zum HxGGD-Motiv von Apdl und Aim32 wurden die
Aminosdauren H179 und D183 als putative Clusterliganden vermutet.
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Abbildung 4-67: ESR-Spektren der HxGGD-Mutanten von TcAAH. Die Spektren wurden bei 77 K
aufgenommen. Die ermittelten g-Werte sind in den Spektren angezeichnet. Die Proteine lagen bei pH 9
vor und wurden vor Reduktion durch Natriumdithionit durch die Zugabe von anaerobem PufferA/B und
Inkubation unter Luftausschluss anaerobisiert. Die Spektren wurden auf die Intensitdt des jeweiligen
gx-Wertes normiert.

Die Mutation des Histidins an Position 179 zu Alanin resultierte in einer starken
Intensitatsabnahme des ESR-Signals (Abb. 4-67, Reihe 2). Wurde dieses Histidin
allerdings in ein Cystein mutiert, ergab sich dadurch ein alternatives Ligandenmotiv und
ein Cluster konnte erneut inkorporiert werden, wie aus Abbildung 4-67, Reihe drei
deutlich wird. Durch die Generierung eines MitoNEET-artigen Bindemotivs wurde eine
effektive Inkorporierung des Clusters beglinstigt und es konnte ein Signal mit den
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g-Werten 2,013, 1,901 und 1,871 detektiert werden. Wurde D183 zu Alanin mutiert,
resultierte dies in einer Uberlagerung zweier ESR-Signale und bezeugte somit das
Vorhandensein verschiedener Spezies. Eine Erklarung fir dieses Phdanomen ware eine
Koordinierung des Clusters mit nur noch drei Aminosauren und einem externen Liganden
(Wasser). Durch den Austausch des Aspartat zu Histidin oder Cystein wurden alternative
Liganden zur Verfigung gestellt, was in der Wiederherstellung eines
Ligandenbindemotifs mit einem effektiven Clustereinbau resultierte. Die alternative
Koordinierung bedingte eine Anderung des ESR-Spektrums und aller g-Werte (Abb. 4-67,
Reihe 5 und 6). Durch diese Mutationen entstanden Clusterbindemotive wie in Rieske-
resp. MitoNEET-Proteinen. Als weitere Variante wurde D183 zu Glutamat ESR-
spektroskopisch untersucht. Diese zwei Aminosauren unterscheiden sich durch die
zusatzliche CH,-Gruppe deutlich. Jedoch prazipitierte diese Variante bei der Aufreinigung
Uber Gelfiltration und deswegen konnte nur ein ESR-Spektrum des Eluates der
Heparinsdule aufgenommen werden, das auf einen [2Fe-2S]-Cluster mit nicht-
homogener Koordination hindeutet.

Neben der ESR-Spektroskopie konnte ein Nachweis eines Clustereinbaus lber die
Bestimmung von Nicht-Ham-Eisen erfolgen. Tabelle 4-7 bestatigt, dass die Varianten des
HxGGD-Motivs sowie die wahrscheinlich nicht an der Koordination des nativen Clusters
beteiligte Mutante C154A signifikante Mengen Eisen inkorporieren. Die detektierten
Mengen an Fe-lonen pro Proteinmolekil sind spezifisch fiir den Einbau eines [2Fe-2S]-
Clusters.

Tabelle 4-7: Konzentration und Eisengehalt ausgewahlter Varianten von TcAAH.

mg Protein/2 |-Kultur Fe/Protein
C154A (1) 9,2 1,4
C154A (2) 12,2 1,1
H179C (1) 10,9 1,3
H179C (2) 14,6 2,1
D183H (1) 17,6 1,4
D183H (2) 14,2 1,3
D183H (3) 12,9 1,6
D183C (1) 18,7 1,5

D183C (1) 20,3 1,5
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Alle Varianten aus Tabelle 4-7 konnten in dhnlicher Ausbeute aus einer 2 |-Kultur isoliert
werden, wie die Proteinkonzentration und die SDS-PAGE in Abb. 4-68 belegt. Eine
Bestimmung der Konzentration und des Eisengehaltes fiir jene Varianten nicht mdoglich,
die nur Gber die Heparinsdule aufgereinigt wurden. Nach diesem Aufreinigungsschritt
war der Grad an Verunreinigung zu hoch und das Ergebnis ware verfalscht worden.

A TcAAH B TeAAH

R R FOPEOIRC B o o o
Masse V'Q&QQVR&QVS& o’vvo’\?' é\ O;\Y Masse éoV' (;,,V‘ I\q?‘ QJ,),V'
g MOSP P FXPP & o m X P

212

116 116

66 66

a5 == 45
2 DS P - - - 2 LA 4 Al
20 . 20
=== = == =
C TcAAH
R
& X ot

Masse A S Q
on M QL F Y &
212

116

66

45

2 - - e -

20

Abbildung 4-68: Nachweis der Expression der TcAAH-Varianten iliber SDS-PAGE. A Eluate der Cystein-
Varianten, die nicht an der Clusterbindung beteiligt sind. B Eluate der Varianten, in denen Clusterliganden
zu Alanin mutiert sind. C Eluate Varianten mit alternativen Clusterliganden. Hep bedeutet eine alleinige
Aufreinigung tGber Heparinsaule.

4.10.5 Bestimmung des pKs-Wertes von TcAAH

Der Cluster von TcAAH wird vermeintlich von zwei Cysteinen, einem Aspartat und einem
Histidin koordiniert. Dieses Histidin konnte wie bei Apd1 und Aim32 je nach pH-Wert der
Umgebung protoniert oder deprotoniert vorliegen. Der pKs-Wert spiegelt diesen
Wendepunkt wider. Wenn das Protein eine pH-Abhangigkeit aufweist, sollte sich dies auf
das UV/Vis-Spektrum, aufgenommen bei unterschiedlichen pH-Werten, auswirken. Fiir
das WT-Protein konnte eine kleine Verschiebung des Peaks bei 445 nm beobachtet
werden (Abb. 4-69 A). Diese Verschiebung wurde auch in den Spektren der Mutanten
D183C und D183H (Abb. 4-69 B und D) detektiert. Das UV/Vis-Spektrum der Variante
H179C zeigte keine pH-Abhangigkeit (Abb. 4-69 C), nur bei hohem pH kam es zur
Anderung und partiellen Prizipitation des Proteins. Anhand der Differenzspektren
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zwischen pH 10,5 und 7 wurde zur Auswertung die Wellenlangen 445 nm und 465 nm
(WT und D183H) resp. 475 nm (D183C) gewahlt (Abb. 4-69 E und F). Zur besseren
Vergleichbarkeit wurden alle Spektren auf 450 nm normiert und um die Absorption bei
600 nm korrigiert.
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Abbildung 4-69: UV/Vis-Spektren von TcAAH und dreier Varianten bei verschiedenen pH-Werten.
Spektren von WT (A), D183C (B), H179C (C), und D183H (D) bei pH 5,5 (gelb), pH 7,0 (blau), pH 9,0 (rot)
und pH 11,0 (schwarz).
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Die Absorptionsdanderung der UV/Vis-Spektren der verschiedenen Proteine bei pH 5,5-11
in 0,5 er Schritten ist in Abbildung 4-70 dargestellt. Anhand des Kurvenverlaufs von WT
und D183C ist deutlich zu erkennen, dass hier eine Protonierung stattfand, was in einem
pKs-Wert resultiert. Die Kurve der Variante D183H hat einen deutlich anderen Verlauf
und liel sich im Gegensatz zu WT nicht mit einer, sondern mit der Summe aus zwei
Henderson-Hasselbalch-Gleichungen simulieren. Die H179C Variante keine pH-
Abhingigkeit aufweisen. Die Anderung der Absorption beruhte hier méglicherweise
nicht auf einem Protonierungsvorgang, sondern auf der Prazipitation des Proteins
wahrend der Messung.
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Abbildung 4-70: pKs-Wert-Bestimmung von TcAAH und dreier Varianten. Vergleich der Absorptions-
differenzen der untersuchten Proteine. Im Falle von WT und D183H wurde eine Doppelbestimmung
durchgefithrt. Die Messwerte uns Fits sind zum Teil zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit vertikal
verschoben dargestellt.
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Somit errechnet sich fiir TCAAH-WT ein pKs-Wert von 8,42 + 0,08. Wird der Aspartat-Rest
in ein Cystein mutiert, resultiert dies in einer MitoNEET-artigen Clusterformation und der
pKs-Wert erhéht sich um etwa 0,4. Die pKs-Werte der Variante D183H liegen bei
9,58 + 0,01 und 7,28 £ 0,02 und dhneln damit jenen von Aim32 und Apd1 (Tab 4-8).

Tabelle 4-8: pKs-Werte von TcAAH und dreier Varianten.

Variante pKs-Wert
WT 8,42 + 0,08
D183H 9,58 + 0,01 (pK1)
7,28 £ 0,02 (pK2)
D183C = 8,80
H179C Keine pH Abhédngigkeit (pH=5,3-9)

4.10.6 Bestimmung des Redoxpotentials von TcAAH

Erste Versuche das Redoxpotential von TcAAH als auch der Variante D183H zu
bestimmen, wurden im Zuge dieser Arbeit unternommen. Die Methode der Wahl stellte
hierbei die Redoxtitration in Gegenwart von Redoxmediatoren da. Die Messung der
Proben erfolgte mittels ESR-Spektroskopie. Um erste Rickschlisse auf eine
pH-Abhangigkeit des Redoxpotentials ziehen zu kénnen, wurden reduktive
Redoxtitrationen bei pH 6, 8 und 10 durchgefiihrt. Der gewlinschte pH-Bereich wurde
durch Verdiinnung der Proteinlosung mit einem entsprechenden Puffer erreicht. Durch
die portionsweise Zugabe von Natriumdithionit wurden die Potentiale des Gemisches
eingestellt. Die davon entnommenen Proben wurden mit dem ESR-Spektrometer bei 77
K gemessen. Die Durchfiihrung ist in Kapitel 3.3.11 beschrieben. In Abbildung 4-71 sind
die Spektren der Redoxtitration von TcAAH bei pH 8 beispielhaft dargestellt. Die ESR-
Spektren der Messungen bei pH 6 und 10 finden sich im Anhang (Abb. 6-9).

Mit sinkendem Potential des Reaktionsgemisches erfolgte die stetige Reduktion des
[2Fe-2S]-Clusters. Im Bereich von 335 mT war vor allem bei niedrigerem Potential ein
starkes Radikalsignal zu beobachten, verursacht durch verschiedene Redoxmediatoren
im Gemisch. Diese Signale werden aufgrund der Ubersichtlichkeit nicht in Abbildung
4-71 A dargestellt. Unter Zuhilfenahme der Nernst-Gleichung errechnet sich die
Intensitat der Amplitude in Abhangigkeit des Redoxpotentials:

k
Red =

(E-Em) x BXE
1+ e X BT

mit:  k = Umrechnungsfaktor fir die gemessene Amplitude
E = Potential der Losung
E,, = Redoxpotential des Proteins
n = Anzahl der Elektronen
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Abbildung 4-71: Redoxtitration von TcAAH bei verschiedenen pH-Werten (1,8 mg/ml). A Auswahl der
ESR-Spektren zur Bestimmung des Potentials bei pH 8. Die Amplitude des gy-Peaks nimmt bei Erniedrigung
des Potentials zu. B Ubersicht der Intensitat der g,-Amplitude bei pH 8. Aufgetragen sind die Intensitaten
des gy-Peaks gegen die gemessenen Potentiale. C Ubersicht der Intensitit der gy-Amplitude bei pH 10.
Aufgetragen sind die Intensititen des g,-Peaks gegen die gemessenen Potentiale. D Ubersicht der
Intensitat der gy-Amplitude bei pH 6. Aufgetragen sind die Intensitdten des gy-Peaks gegen die gemessenen
Potentiale. Die ESR-Spektren bei pH 10 und pH 6 sind im Anhang (Abb. 6-9).

Fiir die Probe wurde anhand der Excel-Solver-Funktion mit der Minimierung der
Quadratensumme in einem Fit die Werte fiir den Umrechnungsfaktor der Amplitude und
das Redoxpotential anpasst (Abb. 4-71 B). Fir die Messung des Potentials bei pH 8 ergab
sich der Wert von E, =-225 mV. Die errechneten Redoxpotentiale bei pH 10 (Abb. 4-71 C)
resp. 6 (Abb. 4-71 D) sind Tabelle 4-9 zu entnehmen.



170
Ergebnisse

Tabelle 4-9: Redoxpotentiale von TcAAH bei verschiedenen pH-Werten.

pH-Wert Potenial des Proteins (mV)
6 -226
8 -225
10 -279

In Ubereinstimmung mit dem pKox Wert von 8,42 + 0,08 dnderte sich das Redoxpotential
des Proteins kaum zwischen pH 6 und 8. Bei pH 10 war es jedoch um 54 mV niedriger.

Es wurden auch Versuche unternommen das Redoxpotential der Mutante D183H bei
verschiedenen pH-Werten zu bestimmen. Die Ermittlung des Potentials wurde analog zu
WT durchgefiihrt. ESR-Spektren unterschiedlicher Potentiale bei pH 8 sind in Abb. 4-72 A
gezeigt. Die Berechnung des Redoxpotentials (Abb. 4-72 B) dieser Mutante erfolgte
analog zu dem WT-Protein und ergab -78 mV bei pH 8. Auch fiir die Variante D183H
wurde versucht das Potential bei pH 6 und pH 10 zu bestimmen, es kam jedoch wahrend
der Titration zur Prazipitation des Proteins.

A B
-108 mV 1,0
.
-19 mV b
5 08 N
49mv| B
206
,_/\H P
T 2
=]
118my| & 4
g
I -245 mV 0,2
T T T T T 0,0 -
325 335 345 355 365 375 385 -300 -100 100
magnetisches Feld (mT) E vs SHE (mV)

Abbildung 4-72: Redoxtitration von TcAAH D183H bei pH 8 (1;2 mg/ml). A Auswahl der ESR-Spektren zur
Bestimmung des Potentials. Die Amplitude des gy-Peaks nimmt bei Erniedrigung des Potentials zu. B
Ubersicht der Intensitit der g-Amplitude. Aufgetragen sind die Intensititen des gy-Peaks gegen die
gemessenen Potentiale.

4.10.7 Mof3bauerspektroskopie von TcAAH

Mittels der Mutagenesestudien aus den vorangegangenen Kapiteln konnten
Rickschllisse die Clusterliganden von TcAAH gezogen werden. Jedoch ist die
Fragestellung welche Aminosaure welches Eisenion ligiert noch nicht beantwortet.
Anhand des Mo6Rbauerspektrums des gereinigten Proteins sollten Rickschlisse gezogen
werden, ob je ein Eisenkern von einem Cystein und einem Histidin resp. Aspartat oder
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ob ein Kern nur von Cysteinen und der zweite von einem Histidin und einem Aspartat
koordiniert wird.

Die Vorbereitung der Probe erfolgte analog Kapitel 3.3.10. Zur Anreichung des
MoRbauer-aktiven °’Fe-Isotops im Protein wurden E. coli Zellen in Gegenwart von
100 uM >’Fe kultiviert. Das Protein wurde am Ende der Aufreinigung mittels
Heparinsdule und anschlieBender Gelfiltration stark aufkonzentriert. Die Messung
erfolgte an der RPTU im Fachbereich Physik (Biophysik) in der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Volker Schiinemann durch Dr. Christina Miller. Das resultierende Spektrum ist in
Abbildung 4-73 A gezeigt.

A B

rel. Tranemleglon
rel, Tranemleslon
H

rel. Tranemieglon
rel, Tranemleelon

Geschwindkeit {mms ) Geschwindkeit (mms™)

Abbildung 4-73: MoRbauerspektrum von oxidiertem TcAAH. 1 und 2 stellen die Subspektra der zwei
Eisenkerne dar (schwarz). Unten ist der resultierende Fit dargestellt (rot). A Spektrum bei pH 9. B Spektrum
bei pH 9,4. C Spektrum bei pH 7. C Spektrum bei pH 10,7. Fir alle pH-Werte wurden Nullfeldmessungen
bei 77 K durchgefiihrt.

Die rote Linie durch die Messpunkte stellt den resultierenden Fit, der von Dr. Christina
Miller durchgefihrt wurde, dar. Das Duplett der Komponente 1 weist eine
Isomerieverschiebung von & = 0,23 mm/s und eine Quadrupolaufspaltung von
AEq = 0,53 mm/s auf. Diese Parameter sind typisch fiir [2Fe-2S]?*-Cluster mit Cystein
Koordination resp. fir das Fe3*-lon, das durch zwei Cysteine und zwei S*-lonen
koordiniert wird. Im Vergleich dazu ist die Isomerieverschiebung und die Quadrupol-
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aufspaltung von Komponente 2 mit 6 = 0,38 mm/s und von AEq = 1,06 mm/s signifikant
hoher. Beide Komponenten wurden mit einer Flache von 50 % gefittet (Abb. 4-73 A).

Durch diese Parameter ist es moglich die Liganden des [2Fe-2S]-Clusters den jeweiligen
Eisenkernen zuzuordnen. Sowohl Sauerstoff als auch Stickstoff besitzen eine hdhere
Elektronegativitat als Schwefel. Somit kommt es zu einer niedrigeren Elektronendichte
am Eisenkern, wenn eines der ersteren Elemente gebunden ist. Damit steigt die
Isomerieverschiebung als auch die Quadrupolaufspaltung an. Da sich die Parameter der
einzelnen Kerne weniger stark voneinander unterscheiden wiirden, wenn je ein Eisenion
von einem Cystein und einem Aspartat resp. Histidin koordiniert wiirde, ergibt sich eine
bisher einzigartige Clusterkoordination, gezeigt in Abbildung 4-74.

Cys-S N-His

N {S\F{

/NS

Abbildung 4-74: Schematische Clusterkoordination von TcAAH. Ein Eisenkern ist von zwei Cysteinen (146
und 155) der zweite von einem Histidin (179) und einem Aspartat (183) koordiniert.

Cys-S 0O-Asp

Das Fe/S-Cluster koordinierende Histidin kann entweder protoniert oder deprotoniert
vorliegen. Anhand des in Kapitel 4.10.5 Bestimmten pKs-Wertes sollte bei pH 9 das
Histidin in protonierter und deprotonierter Form vorliegen. Um den Einfluss des
Protonierungsgrads des Histidins auf das MoéBbauerspektrum zu bestimmen, wurde im
Anschluss an diese Arbeit von Dipl. Biophys Lukas Knauer Proben des Proteins bei
verschiedenen pH-Werten gemessen. Die Spektren bei pH 7, 9,4 und 10,7 sind in
Abbildung 4-73 B-D gezeigt. Die dazugehdérigen MoRbauerparameter finden sich im
Anhang in Tabelle 6-1, 6-2 und 6-3. Bei pH 7 liegt das Histidin wie bei pH 9 in protonierter
Form vor. Erst bei pH 9,4 dndert sich das Spektrum und es liegt eine Mischung aus 78 %
protoniertem Cluster und 22 % deprotoniertem Cluster vor. Bei pH 10,4 verschiebt sich
dieses Verhaltnis zu 34 % protoniertem Cluster und 66 % deprotoniertem Cluster. Daraus
lasst sich ein pKs-Wert von 10,2 ableiten (L. Knauer, personliche Mitteilung). Dieser Wert
steht nicht im Einklang mit dem in Kapitel 4.10.5 bestimmten Wert von 8,4. Dieser Effekt
kann auf moglicherweise auf das Einfrieren der Probe und sich dadurch ergebene
Strukturanderungen zuriickzufiihren sein.

4.10.8 Expression von TcAAH in S. cerevisiae

Die Depletion verschiedener ClA-Faktoren bei gleichzeitiger Uberexpression von
S. cerevisiae Apdl gab Hinweise auf einen modglichen Zusammenhang zwischen der
CIA-Maschinerie und der [2Fe-2S]-Clusterinkorporation unter diesen Bedingungen. In
unserem Arbeitskreis konnte von Dr. Carina Greth der Einfluss des C-Terminus von
S. cerevisiage Leul auf den [4Fe-4S]-Clustereinbau des Homologes aus E. coli bei der
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Expression in Hefe gezeigt werden (Greth, 2018). Falls diese Sequenz als
Erkennungsmerkmal fir die CIA-Maschinerie dient, kdonnte es sein, damit eine
Funktionalitdt von TcAAH in Hefe zu erreichen. Als Plasmide wurden hierfiir zum Einem
das 2u-Plasmid mit dem starken FBA1l-Promotor und -Terminator gewdahlt (Bechtel,
2015; Ghaemmaghami et al., 2003) und zum anderen eine Abwandlung dieses Plasmids,
das bereits die Nukleotidsequenz fiir die letzten 30 C-terminalen Aminosduren von Leul
aus S. cerevisiae enthalt (Bechtel, 2015). Zwischen geeigneten Restriktionsschnittstellen
wurde das Gen von Interesse eingefligt. Bei der Klonierung der Variante mit Leul-
C-Terminus wurde das Stopp-Kodon von TcAHH entfernt. Die zwei konstruierten
Plasmide sowie die entsprechenden Leerplasmide wurden in die Hefestamme Aapd1
resp. WT transformiert. Nach erfolgter Vorkultivierung wurde ein Tlipfeltest zur Analyse
des Zellwachstums unter Bedingungen, bei denen funktionsfahiges Apdl essenziel ist,
durchgefihrt. Sollte ein Fe/S-Cluster in das Leul-C-Terminus-haltige Plasmid eingebaut
werden und in jenes ohne nicht, wiirde dies fiir eine CIA-Maschinerie abhangige
Funktionsiibernahme von TcAAH sprechen und die Adapterfunktion des Leul-
C-Terminus belegen. Abbildung 4-75 verdeutlicht das Wachstum der Zellen auf
Agarplatten mit und ohne Gallobenzophenon.

Konzentration Gallobenzophenon

0 pM

LK K '
Wi I Eed @ ® & %,
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TcD183H

@ Leul-CT
TcWT-Leul-CT
TcD183H-Leul-CT

Zellverdiinnung |>—- I>—-

Abbildung 4-75: Tiipfeltest von WT und Aapd1, transformiert mit Plasmiden, die TcAAH exprimieren in
Gegenwart von Gallobenzophenon. WT oder Aapdl wurden mit einem Leerplasmid oder 426¢sa-
Plasmiden mit und ohne Leul-C-Terminus, die die Gene fur Apdl, TcAAH resp. Varianten enthielten,
transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von fliissigen Vorkulturen in glukose-haltigem SC-Medium
wurden auf SC-Agarplatten mit Glukose und Gallobenzophenon, in den angegebenen Konzentrationen,
getlipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.

Die WT-Zellen sind in der Lage mit beiden Leerplasmiden auf 50 uM Gallobenzophenon-
haltigen Agarplatten zu wachsen, wohingegen Aapdl-Zellen mit Leerplasmid nicht
lebensfahig ist. Diese Letalitdat kann durch ein Plasmid, das S. cerevisiae Apd1 exprimiert
gerettet werden, jedoch nicht durch eine Kopie von TcAAH, mit oder ohne C-terminale
Verldangerung.
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Da der der [2Fe-2S]-Cluster von S. cerevisiae Apd1 durch zwei Cysteine und zwei Histidine
koordiniert wird, wurden zudem zwei Konstrukte angefertigt, bei denen das in TcAAH
koordinierende Aspartat zu einem Histidin mutiert wurde. Bei der Variante D183H ohne
Leul-C-Terminus war ein leichtes Wachstum auf Gallobenzophenon zu verzeichnen. Die
Variante mit Leul-C-Terminus war hingegen nicht lebensfahig. Hier scheinen die 30
zusatzlichen Aminosduren eher eine inhibierende Rolle auf den Fe/S-Cluster-Einbau
innezuhaben.

Zur Verifizierung der Komplementierung des Wachstumphanotyps von Aapdl durch
TcAHH D183H wurden ESR-Spektren von Zellextraktproben gemessen, in denen TcAAH
WT resp. D183H in hoher Kopiezahl exprimiert wurden.

Aapd1 TeWT Aapd1TcD183H
Aapdl @ Aapdl @
TcWT (E. coli) TcD183H (E. coli)

320 340 360 380 400 420 320 340 360 380 400 420
magnetisches Feld (mT) magnetisches Feld (mT)

Abbildung 4-76: ESR-Spektren von in S. cerevisiae exprimierten TcCAAH WT und D183H. Rot: Zellextrakt
mit exprimierter TcAAH-Variante, grau: Zellextrakt mit Leerplasmid (@), schwarz: gereinigtes Protein aus
E. coli. A: Vergleich der ESR-Spektren der WT-Spezies. B: Vergleich der ESR-Spektren der D183H-Mutante.
Die ESR-Spektren wurden bei 77 K aufgenommen.

Die Abbildungen 4-76 A und B zeigen, dass in beiden Spezies ein [2Fe-2S]-Cluster
eingebaut wurde. Vergleicht man die Spektren der Zellextraktproben mit jenen von
gereinigtem Protein exprimiert in E. coli, ist fir WT TcAAH und dessen D183H-Mutante
ein schwaches Spektrum zu detektieren. Wie schon bei den ESR-Spektren der gereinigten
Proteine sind auch in den Spektren der Zellextraktproben klare Unterschiede, die fir
einen Wechsel der Clusterliganden sprechen, zu verzeichnen. Da hier in beiden Fallen ein
Cluster eingebaut wurde, ist die Art des Liganden und die damit verbundene Anderung
der Eigenschaften essenziell fiir die Ubernahme der Funktion von Apd1 aus S. cerevisiae.
Durch die Inkorporierung eines [2Fe-2S]-Clusters in TcAAH D183H bei Expression in
S. cerevisiae und die daraus resultierende Resistenz von Aapdl gegen 50 uM
Gallobenzophenon eroffnet sich die Moglichkeit auf diesem Weg die potenziellen
Cysteinclusterliganden des Proteins in vivo zu testen. Hierfiir wurden die drei potenziell-
ligierenden Cysteine sowie das Histidin an Position 179 zu Alaninen, auf jenem Plasmid
mutiert, das bereits die D183H Mutation trug. Als Negativkontrolle fungierte die
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Mutation D183A. Die so generierten Doppelmutations-Plasmide sowie die Kontrollen
wurden in Aapdl transformiert und auf ihre Resistenz gegeniiber 50 puM
Gallobenzophenon getestet.

Konzentration Gallobenzophenon

0 M 50 uM
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TcD183H
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Abbildung 4-77: Tiipfeltest von Aapdl transformiert mit Plasmiden, die TcAAH exprimieren in
Gegenwart von Gallobenzophenon. Aapd1 wurde mit einem Leerplasmid oder 426rea-Plasmiden, die die
Gene flr Apdl, TcAAH resp. Varianten enthielten, transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von
flissigen Vorkulturen in glukose-haltigem SC-Medium wurden auf SC-Agarplatten mit Glukose und
Gallobenzophenon, in den angegebenen Konzentrationen, getlipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer
Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C.

Abbildung 4-77 zeigt, dass nur die Mutante D183H, nicht aber eine der Doppelmutanten
auf Platten mit Gallobenzophenon lebensfahig war. Bei den Cysteinen an Position 146
und 155 lasst sich dies durch ihre Eigenschaft als Clusterligand erklaren. Die
D183H/C154A Doppelmutation sollte nach den spektroskopischen Untersuchungen des
gereinigten Proteins aus E. coli keinen Einfluss auf die Clusterbindung im Protein
besitzen. Jedoch erfolgt durch die D183H-Mutante nur eine partielle Rettung und die
weitere Mutation an Position 154 kénnte zu einer geringfiigigen Anderung der
Proteinstruktur mit einer Instabilitat des Clusters einhergehen.
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5 Diskussion

Im Zuge dieser Arbeit sollten unter anderem die Clusterliganden der Proteine Apd1 und
Aim32 bestimmt, sowie erste Aussagen {ber die Funktion getroffen werden. Uber die
beiden Proteine sind bisher nur spektroskopische Daten nach heterologer Aufreinigung
aus E. coli vorhanden. Informationen ob diese Proteine in vivo einen Cluster
inkorporieren und welcher Art dieser ist, liegen nicht vor. Ziel dieser Arbeit war es
Informationen Gber moégliche Funktionen der beiden Proteine in vivo zu sammeln und
sie sowie eine bakterielle Variante von Apd1 mit einer alternativen Clusterkoordination
spektroskopisch zu charakterisieren.

5.1 Besitzen die Deletionsstimme einen Phanotyp, der auch
durch eine Plasmidkopie des Gens kompensiert werden
kann?

Die Gene AIM32 und APD1 des Organismus S. cerevisiae sind unter Standardlabor-
bedingungen nicht essenziell. In den letzten Jahren wurden verschiedene Phano-
typisierungsexperimente unternommen, um duRere Einflisse, die eine Veranderung im
Wachstum von den jeweiligen Deletionsmutanten zu WT erreichen, zu identifizieren.
Entian et al. veroffentlichten Forschungsergebnisse (iber die Phanotypisierung von 150
Deletionsmutanten von S. cerevisiae. Im Zuge der Untersuchungen stellten sich 20 % der
untersuchten Gene unter bestimmen Bedingungen als essenziell heraus. Die
lebensfahigen Mutanten wurden auf ihr Verhalten unter verschiedenen
Stressbedingungen untersucht, eine dieser Bedingungen stellte die Anwesenheit von
Kupfer im Wachstumsmedium dar. In diesen Studien wurden 121 Mutanten auf ihr
Wachstumsverhalten in Gegenwart unterschiedlichen Kupferkonzentrationen im
Bereich von 0-0,4 mM CuSOQ4 getestet. Ergebnis dieser Untersuchung war, dass zehn
Mutanten eine erh6hte Sensitivitdt und sechs eine erhohte Resistenz im Vergleich zum
Wildtyp zeigten. Ein Stamm, der verringertes Wachstum unter diesen Bedingungen im
Vergleich zu Wildtypzellen zeigte, war Aapd1. Im Jahre 2008 veroffentlichten Jin et. al
dhnliche Studien. Sie ermittelten die Inhibierung des Wachstums verschiedener
Deletionsmutanten, die der Exposition verschiedener Metalle ausgesetzt waren. Nach
Ermittlung des ECso-Wertes flir Wildtyp bei 7 mM CuSQ4, war die Viabilitdt von Aapd1 bei
dieser Kupferionenkonzentration um das 2,4-fache geringer. Auch im Zuge dieser Arbeit
wurde versucht diesen bereits publizierten, inhibierenden Effekt des Metalls auf das
Wachstum von Aapd1 zu nutzen. Es konnte jedoch keine geeignete Konzentration an
Kupferionen festgelegt werden, innerhalb derer die Viabilitdit von WT-Zellen nicht
vermindert war, aber jene von Aapdi-Zellen. Durch die Anderung weiterer Parameter
der Wachstumsbedingungen wie der Zusatz von dem Kupfer(ll)-Chelator Elesclomol oder
die zuséatzliche Deletion des HIS3-Gens, wurde die Sensitivitdt des WT gegeniliber Kupfer
so stark gesteigert, dass ein zusatzliche Wachstumsinhibition durch die Deletion von
APD1 nicht zu beobachten gewesen ware. Diese Experimente zeigen, dass Daten aus



177
Diskussion

Hochdurchsatzstudien nicht immer in einem spezifischen Experiment repliziert werden
kénnen. Es steht die Frage im Raum, ob das Wachstumsdefizit von Aapdl in den
Experimenten von Entian et al. resp. Lin et al. alleinig auf die Deletion des Gens
zurlickzuflihren ist. Dies hatte damals durch ein Kontrollexperiment, durchgefihrt unter
identischen Bedingungen mit Aapd1 transformiert mit einer Plasmidkopie des Zielgens,
verifiziert werden miussen.

Durch die Nutzung der Informationen der chemogenomischen Datenbank von Lee et. al
(2014), mit weiteren Modifizierungen fir Aaim32, konnten fiir die Deletionsstamme
Aapdl und Aaim32 geeignete Wachstumsbedingungen zur Identifizierung der
Clusterliganden in vivo generiert werden. Fir Aapdl stellte das Wachstum in
Gallobenzophenon-haltigem Medium in einem Konzentrationsbereich ab 50 uM letale
Bedingungen dar. Fiir Aaim32 konnten diese Bedingungen durch die zusatzliche Deletion
von SOD2 geschaffen werden. Durch diese Experimente war es auch moglich die
Spezifitdit der Deletion des Zielgens auf den letalen Effekt zu belegen. Unter den
durchgefihrten Wachstumsbedingungen konnte der letale Effekt durch Transformation
einer Kopie des Gens auf einem Vektor wieder behoben werden. Um physiologische
Bedingungen zu gewahrleisten, wurde unter der Kontrolle des endogenen Promotors
exprimiert. Diese Kompensation war fiir die beiden Deletionsstimme durch Rettung
einer jeweiligen Genkopie moglich. Dies stellt einen groRen Vorteil gegeniber
Hochdurchsatz-Experimenten dar. In Abbildung 5-1 sind die Strukturen der funf
deutlichsten Treffer des Screens in abnehmender Reihenfolge fir Aapd1 gezeigt.
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Abbildung 5-1: Strukturformeln der 5 deutlichsten Treffer des chemogenomischen Screens fiir Aapd1. 1:
Gallobenzophenon, 2: 2,3,4-Trihydroxy- 4'-ethoxybenzophenon, 3: Purpurogallin-4-Carbonsaure, 4: 2-(2,3-
Dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl)-1-(2,3,4-Trihydroxyphenyl)ethanon, 5: (3-Ethoxyphenyl)-(2,3,4-trihydroxy-
phenyl)methanon.
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Es ist direkt ersichtlich, dass Pyrogallol als gemeinsames Strukturelement vorliegt. Im
Zuge diese Arbeit konnte aber gezeigt werden, dass der Phanotyp wahrscheinlich nicht
von der Pyrogallol-Gruppe allein ausgeldst wird. Pyrogallol konnte keine Inhibierung auf
das Wachstum des Deletionsstammes Aapdl im Tlpfeltest hervorrufen (s. Abb. 4-15).
Wenn Pyrogallol mit einem cyclischen System derivatisiert ist, ist eine Inhibierung des
Wachstums zu beobachten. Die Gruppe kann aromatisch sein wie bei
Gallobenzophenon, aber wie Purpurogallin-4-Carbonsaure (3) zeigt, ist das nicht
erforderlich. Das der Substituent cyclisch sein muss, konnte in dieser Arbeit mit einem
Kontrollexperiment belegt werden. Ist Pyrogallol nur mit einer Sdure- oder Estergruppe
substituiert, wie in den Verbindungen Gallussdaure oder Gallacetophenon
(Strukturformel in Abb. 5-2 dargestellt), ist keine Veranderung des Wachstumsverhaltens
der Deletionsstamme im Vergleich zu WT zu beobachten, wenn bis zu 200 uM der
jeweiligen Substanzen zugegeben werden (s. Abb. 6-3 und Abb. 6-4).

o O O3, -OH o) CH,
HO
HO HO HO
HO HO O HO HO
OH
oh OH OH

Pyrogallol Gallobenzophenon Gallussaure Gallacetophenon

Abbildung 5-2: Strukturformel von Pyrogallol und verschiedener Derivate.

Die Hochdurchsatz-Ergebnisse des chemogenomischen Screens von Lee et al. (2014) mit
Aaim32 sind weniger signifikant. Zwar gibt es Scores ungleich 0, jedoch in einer anderen
GroBenordnung als bei dem Screen fiir Aapd1. Der hochste FDS von Aapdl liegt mit
Gallobenzophenon bei 22 und es gab mehrere Verbindungen mit einem FDS >6, bei
Aaim32 hingegen bei maximal 6 (vgl. Abb. 4-5 & 4-7).

Im Gegensatz zu den letalsten Stoffen im Screen mit Aapd1, sind bei jenen finf Stoffen,
die die groRte Letalitat bei Aaim32 verursachen, keine gemeinsamen Strukturelemente
ersichtlich. Die inhibierenden Effekte der chemischen Molekiile auf das Wachstum
scheinen somit zufalliger Natur zu sein und lassen sich nicht auf ein bestimmtes
Strukturelement herunterbrechen. Bei den Hits 2-5 sind lediglich 5-ringigen
Heteroaromaten mit Stickstoff in die Struktur involviert, es sind jedoch Thiazol- als auch
Pyrrol-Gruppen beteiligt. In dieser Arbeit konnte kein inhibierender Effekt von
Harmaline, der Chemikalie mit dem zweitgroRten inhibierenden Einfluss bei Lee et al.
(2014), auf das Wachstum von Aaim32 beobachtet und das Ergebnis der
Hochdurchsatzstudie nicht reproduziert werden. Zur Phanotypisierung musste eine
zusatzliche Modifikation durch die Deletion eines zweiten Gens herangezogen werden.
Die durch die Deletion von SOD2 generierte Doppeldeletionsmutante Aaim3Asod?2 zeigte
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einen starken Wachstumsphdnotyp unter dem Einfluss von Pyrogallol und
Gallobenzophenon, der durch eine Plasmidkopie von AIM32 wieder kompensiert werden
konnte. Jedoch kam es durch die Deletion der beiden Gene zu einem leichten
Wachstumsphanotyp unter Standardlaborbedingungen.

5.2 Strukturelle Aufklirung des Fe/S-Clusters von Aim32 und
Apd1l

Identifikation der Clusterliganden in vivo

Durch die Phanotypisierungsexperimente konnten Bedingungen gefunden werden, die
fur Deletionsmutanten der Gene von Interesse letal waren, auf WT-Zellen aber keinen,
oder einen deutlich geringeren, Einfluss hatten. In beiden Fallen war es auch moglich den
Wachstumsphanotyp durch die Transformation eines Plasmids mit einer Kopie des Gens
zu kompensieren. Diese Methode wurde in dieser Arbeit genutzt, um die Clusterliganden
der Proteine Apdl und Aim32 zu identifizieren. Potenziell ligierende Aminosauren des
Fe/S-Clusters wurden durch Alanin ersetzt, um die Liganden-Funktion zu eliminieren,
ohne eine weitere funktionelle Gruppe einzufligen. Durch Sequenzvergleich von Apd1l
resp. Aim32 wurden mehrere konservierte Aminosauren aufgedeckt, die als potenzielle
Liganden ndher untersucht wurden. In Abbildung 5-3 ist jedes Cystein der beiden
Proteine farbig markiert, da diese Aminosaure der haufigste Ligand von Fe/S-Clustern ist.
Weiterhin hervorgehoben sind Histidine, die in beiden Proteinen konserviert sind. Die
Cysteine an Position 207 und 216 in Apd1 resp. 213 und 222 in Aim32 sowie die Histidine
an Position 209, 255 und 259 in Apd1 resp. 215, 249 und 253 sind in den meisten Pilzen
konserviert.

Saccer Apdl MAFLNIFKQKRGDEASQLSAKGREEISQSIKIIKSDDAANEH SGDIKTEIEEGEQAFA 60
Saccer Aim32 ——MLRITVKTLQQRASFHHS——FKHISVPDLHTRAQNDQTN. QEINARLPSKTDPLDP 56
HL H H H H . H .
Saccer Apdl KLEKTEHETPLLNS---SKTPKIHFVVPTSQIDW ——DAILEDPKSVQYKISQW.DKNSA 115
Saccer Aim32 HIKLPHRTPNYNEHVLLLSPGDRFAQP-WKVA! LDTNTNRPYNAISKLRSHLGGSPG 115
sk Kk _kk K .k ck |k s kek ke s ok ke
Saccer Apdl KFSNVGTGKTLN.AVSSLPKDIMDIDVMRGTKNNVLILPYFIWLNDLRSDDVEATLDGLV 175
Saccer Aim32 ILINAVHLQNEFIPRPKQHDEWLYFFVIPDMKLYVIKETDIEEFASFLDEGAIQAPKLSF 175
HE H . e - *
Saccer Apdl PDLLDENISREKLLETRPNVAVARER------ AFVFI TRDKR@GITAPYLKEVFDS 229
Saccer Aim32 QDYLSGKAKASQQVHEVHHRKLTRFQGETFLRDWNL KRDA GEMGPDIIAAFQ— 234
* k. = = . Lk kk - kk
Saccer Apdl KLQEHGLYRDNSDYRAEGVEIAFVNHVGGHKFAANVQIY - - ----— LENPNTLIWLGRVT 282
Saccer Aim32 ---DEKLFPENN-------- LATLISHIGGHIFAGNVIFYELFGREKMONKLDSLWFGEVY 283
ke o=k ske s kekkk kk_kk -k sk ke k sk
Saccer Apdl PTIVPSIVEHLIVPEEPTLPFPEKVRIIKKYQSW 316
Saccer Aim32 PHNLKLLIENLENGKIIDEMYRGGISMN —————— 311
* . R EE

Abbildung 5-3: Sequenzvergleich von S. cerevisiae Apd1 und Aim32. Hervorgehoben sind alle Cysteine
und in beiden Proteinen konservierte Histidine.
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Fe/S-Cluster sind als Co-Faktor hdufig an der Funktionsaustibung von Proteinen beteiligt.
Dieser Effekt konnte sich zur Uberpriifung der Relevanz der Aminosiuren fiir den
Clustereinbau in beiden Proteinen anhand von Tupfeltests zu Nutze gemacht werden.
Unter letalen Bedingungen fir die jeweiligen Deletionsstimme konnte gezeigt werden,
dass die Mutation der Clusterliganden von Plasmid-kordierenden Aim32 und Apd1 zur
Inviabilitat fihrt. C207, C216, H555 und H259 wurden fir Apd1 resp. C213, C222, H249
und H253 fur Aim32 in vivo als Clusterliganden belegt.

Vergleich der spektroskopischen Daten von Aim32 mit Apd1 und Referenzproteinen

Aim32 und Apd1 teilen sich als einzige Proteine in S. cerevisiae das Cluster Bindemotiv
HxGGH. Die Liganden eines [2Fe-2S]-Clusters haben groRRen Einfluss auf die g-Werte des
ESR-Spektrums. Aus diesem Grund werden die g-Werte des ESR-Spektrums von mit
Natriumdithionit reduziertem Aim32 und Varianten der ligierenden Histidine in Tabelle
5-1 mit jenen von Apdl, dessen Varianten, sowie mit g-Werten von Proteinen mit
vergleichbarer Clusterkoordination verglichen. Die g-Werte von WT Aim32 sind sehr
ahnlich zu jenen von Apdl bzw. jenen des Rieske Proteins aus T. thermophilus. Die
g-Werte von Aim32 und Apdl sind fast identisch, was mit dem einzigartigen
Clusterbindemotif im Konsens steht. Somit sticht der Unterschied zum Rieske-Protein
heraus, der durch die unterschiedliche Anordnung der Clusterliganden innerhalb der
Proteinsequenz oder der raumlichen Position der Imidazol-Ringe seinen Ursprung haben
kénnte. Durch Anderung der g-Werte bei Mutation von Histidin zu Cystein ist die
Anderung der Clusterkoordination experimentell belegt. Wird ein Histidin zu Cystein
mutiert, ergeben sich g-Werte ahnlich zu den Einzelmutanten von Apdl und den
Referenzproteinen MitoNEET und IscR, die beide ein [2Fe-2S]-Cluster koordiniert mit drei
Cysteinen und einem Histidin besitzen. Bei Mutation beider ligierenden Histidine zu
Cysteinen werden g-Werte beobachtet, die jenen von TLF aus A. aeolicus, wo vier
Cysteine als Clusterliganden fungieren, gleichen.

Tabelle 5-1: Vergleich der g-Werte von Aim32 mit Referenzproteinen

Protein Organismus Ox gy g:
Aim32 S. cerevisiae 2,012 1,902 1,860
Apd1 (Stegmaier et al., 2019) S. cerevisiae 2,009 1,907 1,862
2Cys2His  Rieske (Fee et al., 1984) T. thermophilus 2,02 1,90 1,80
Aim32 H249C S. cerevisiae 1,999 1,924 1,891
Aim32 H253C S. cerevisiae 2,006 1,929 1,897
3Cys1His Apd1 H255C (s. Apd1) S. cerevisiae 2,000 1,935 1,879
Apd1 H259C (s. Apd1) S. cerevisiae 2,003 1,928 1,904
mitoNEET (Dicus et al., 2010) H. sapiens 2,007 1,937 1,897
IscR (Fleischhacker et al., 2012) E. coli 1,99 1,93 1,88
Aim32 H249C/H253C S. cerevisiae 2,005 1,950 1,916
4Cys Apd1 H255C/H259C (s. Apd1) S. cerevisiae 2,006 1,955 1,922

TLF (Chatelet et al. 1999) A. aeolicus 2,006 1,950 1,918
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Durch MoRBbauerspektroskopie erhobene Daten ist es moglich die identifizierten
Liganden den einzelnen Eisenionen des Fe/S-Clusters zuzuordnen. Zwei verschiedene
Anordnungsmoglichkeiten sind theoretisch moglich: Die Eisenionen kdnnen sich
unterscheiden, wenn ein Eisenkern von zwei Cysteinen und der zweite von zwei
Histidinen komplexiert wird. Die zweite mogliche Anordnung ware eine identische
Koordination der beiden Eisenionen durch je ein Cystein und ein Histidin. Durch die
unterschiedlichen Parameter der beiden Komponenten des MoRbauerspektrums (vgl.
Kapitel 4.7.2) lasst sich auf eine divergente Koordination der beiden Eisenkerne
schlieRen. Ein Fe3* bindet vier Schwefelliganden, zwei von den verbriickenden S*-
Liganden und zwei von Cysteinen (C123 und C222), wohingegen das zweite von den
verbriickenden S%-lonen und zwei Histidinen (His249 und His253) koordiniert wird (siehe
Abb. 4-50).

5.3 Phylogenetische Analyse der Apd1/Aim32 Protein
Familie und Hinweise auf mogliche Funktionen

Im phylogenetischen Vergleich zeigten die Sequenzen von Apdl und Aim32
Ahnlichkeiten zu einer Klasse von Proteinen, die als Pfam06999 dotiert sind (Abb. 5-4).
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Bacteria » Bacteria
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-
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Abbildung 5-4: Phylogenetischer Baum von Pfam06999 mit Apd1/Aim32 Homologen (Stegmaier et al.,
2019).

In der Veroffentlichung von Stegmaier et al. (2019) wurden insgesamt 1334
Proteinsequenzen in ihrer vollen Lange analysiert und nicht nur Fragmente wie den



182
Diskussion

Cluster-bindenden Bereich mit einbezogen. Durch die Analyse lassen sich die Blatter des
phylogenetischen Baums verschiedenen taxonomische Gruppen zuordnen. Dabei stricht
heraus, dass in den Domanen der Pilze und Pflanzen jeweils zwei oder mehr
Aim32/Apd1-Homologe existieren. Jedoch kann hier nur bei den Pilzen eine klare
Differenzierung zwischen den jeweiligen Aim32- oder Apdl-Homologen getroffen
werden. Diese Einteilung wird durch das konservierte C-terminale Tryptophan von Apd1
erleichtert. In dieser Arbeit und auch in der Literatur wird Aim32 als mitochondriales und
Apd1 als cytosolisches Protein beschrieben. Aufgrund dessen, kénnte das Vorhandsein
von mehr als einem Homolog in einem Organismus eine Lokalisierung in verschiedenen
Kompartimenten andeuten. Auch in vielen Prokaryoten wie Cyanobakterien sind
Homologe vorhanden.

In der Natur sind Polyphenole haufig in Pflanzen vertreten (Haslam & Cai, 1994; Cheynier
et al., 2015). Wird Gallussaure erhitzt, findet eine Decarboxylierung statt und Pyrogallol
entsteht (Yoshida & Yamada, 1985). In dieser Arbeit konnte eine Sensitivitat von Aapdl
resp. Aaim32 gegeniber Pyrogallol resp. einem Pyrogallolderivat festgestellt werden.
Von Stegmaier et al. wurde die Hypothese gestellt, dass Apd1 und Aim32 eine Rolle im
Abbau dieser Klasse von Substanzen innehaben, indem sie deren Reaktion und somit die
erhohte Produktion von Redox-aktiven Intermediaten wie Peroxiden in der Zelle
vermindern. Ein Experiment, dass dies bekraftigen konnte, ist in Abbildung 6-10
dargestellt.

WT und die Einzeldeletionsmutanten wurden mit 50 uM Gallobenzophenon bei 30 °Cin
Gegenwart und unter Ausschluss von Luftsauerstoff inkubiert. WT war in Gegenwart von
50 uM Gallobenzophenon mit und ohne Luftsauerstoff lebensfahig. Die Einzelmutante
Aapdl war in Anwesenheit von Luftsauerstoff und Gallobenzophenon hingegen nicht
lebensfahig. Findet die Inkubation der Zellen unter Ausschluss von Luftsauerstoff statt,
ist Aapdl aber in der Lage zu wachsen. Ohne Luftsauerstoff findet keine Reaktion zu
Peroxiden statt und somit entsteht kein erhohter, oxidativer Stress in der Zelle, der zur
Letalitat fihrt. Damit ergibt sich der Hinweis, dass die Letalitdt von Aapdi-Zellen in
Gegenwart von Gallobenzophenon nicht gegeniber Gallobenzophenon an sich besteht,
sondern viel mehr gegen die, bei der Reaktion mit Sauerstoff entstehenden,
Reaktionsprodukten wie Radikalen und Peroxiden. Da Aapdl keinen
Wachstumsphanotyp in Gegenwart von 3 mM H,0; zeigte (Tang et al. 2015), kann die
Sensitivitat als spezifisch angenommen werden.

5.4 Einfluss der CIA-Maschinerie auf die Reifung des Fe/S-
Clusters von Apd1
In der Literatur ist bisher nur der [4Fe-4S]-Clustereinbau fir cytosolische Proteine

eindeutig beschrieben. Es gibt mehrere Veroffentlichungen, die den Einbau in Fe/S-
Proteine mittels der CIA-Maschinerie durch den CIA-Targeting-Komplex beschreiben
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(Ciofi-Baffoni et al., 2018). In Hefe konnte nachgewiesen werden, dass der [4Fe-4S]-
Cluster am Cfd1-Nbp35 Heterotetramer assembliert wird (Netz et al., 2012). Von dort
wird der Cluster Uber einen Transporter zum eigentlichen CIA-Targeting-Komplex
transportiert und von diesem auf die eigentlichen Zielproteine tbertragen. Dies ist flr
mehrere Proteine in Hefe und Mensch belegt (Stehling et al., 2012; Stehling et al., 2013;
Vashisht et al., 2015; Paul & Lill, 2015).

Uber die Assemblierung cytosolischer [2Fe-2S]-Proteine ist bisher nur wenig bekannt.
Eine Komponente der CIA-Maschinerie, die vor dem Scaffold-Komplex wirkt, ist der
Komplex aus Dre2 und Tah18. Dre2 besitzt in Hefe einen [2Fe-2S]- und einen [4Fe-4S]-
Cluster, deren Reifung unabhéangig von der CIA-Maschinerie eingeleitet wird. Durch den
Transport von Elektronen von Tah18 zu Dre2 wird lber eine Funktion analog der
mitochondrialen Elektronentransportkette bei der Fe/S-Cluster Synthese spekuliert
(Netz et al., 2010). Die genaue Funktion der Elektronen ist nicht bekannt, es wurde aber
eine beeintrachtigte Reifung des N-terminalen Fe/S-Clusters von Nbp35 beobachtet,
wenn Tah18 und Dre2 nicht zu Verfliigung standen (Netz et al.,, 2012). Es gibt zwei
Haupthypothesen: Die schwefelhaltige Komponente, die aus den Mitochondrien
exportiert wird, wird reduziert oder am Scaffold-Komplex wird die Fusion von [2Fe-2S]-
Clustern zu [4Fe-4S]-Clustern erzeugt. Die Quelle derer ist aber bisher unbekannt (Ciofi-
Baffoni et al., 2018). Hier konnten extra-mitochondriale ISC-Proteine eine Rolle spielen,
von denen einige in geringen Mengen im Cytosol oder Nukleus nachgewiesen werden
konnten (Gerber et al., 2005), jedoch ohne einen direkten Zusammenhang zur
extramitochindrialen Fe/S-Clustersynthese.

Ein cytosolisches [2Fe-2S]-Protein, das Teil der friihen CIA-Maschinerie, aber dessen
Reifung nicht von anderen CIA-Faktoren abhangt, ist Grx3. In Hefe kommen zwei
Homologe vor, Grx3 und Grx4. Im Menschen ist hingegen nur GLRX3 vertreten (Li &
Outten, 2019). Zwei Grx3 Molekile bilden einen dimeren Komplex, der in Hefe einen
[2Fe-2S]-Cluster bindet. Es besteht eine direkte Interaktion des Komplexes mit dem CIA-
Faktor Dre2 und eine Beteiligung an der Reifung der Cluster desselbigen (Mihlenhoff,
2010). Das menschliche Homolog GLRX3 formt auch ein Heterodimer, verbriickt aber
zwei [2Fe-2S]-Cluster. Hier konnte sogar eine direkte Ubertragung beider Cluster auf
CIAPIN1 (in Hefe Dre2) beschrieben werden (Ciofi-Baffoni et al., 2018). Die Quelle des
Clusters von Grx3 ist bisher nicht bekannt. Es wird als mogliches Ziel der aus den
Mitochondrien exportierten schwefelhaltigen Komponenten diskutiert, jedoch gibt es
dazu noch keine Daten. Auch die Cluster Ubertragung auf weitere Zielproteine ist zurzeit
nicht beschrieben.

In dieser Arbeit konnten Ergebnisse generiert werden, die erste Hinweise auf einen CIA-
Maschinerie abhangigen Einbau eines [2Fe-2S]-Clusters darstellen kénnten.

Ein cytosolisches [4Fe-4S]-Protein aus S. cerevisiae, dessen Clusterinsertion CIA-
Maschinerie-abhangig ist, ist Leul. Es konnte zudem mittels enzymspezifischer
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Aktivitatsmessungen und >°Fe-Einbau eine C-terminale Tryptophan-abhingige
Inkorporierung des Clusters dieses Proteins belegt werden (Greth, 2018). Das
cytosolische [2Fe-2S]-Protein Apdl aus S. cerevisiae verfigt ebenso (iber ein
C-terminales Tryptophan und kénnte durch dieses als eine Art Signalpeptid, analog zu
Leul, mit dem CIA-Targeting-Komplex interagieren. Im Vorfeld wurde innerhalb der
Arbeiten zur Dissertation von Carina Greth liber die in unserem Arbeitskreis untersuchte
»Tryptophan-Hypothese”, unter zu Hilfenahme des in dieser Arbeit etablierten Screens,
der Einfluss des C-Terminalen Tryptophans von Apd1 unter physiologischen Bedingungen
aufgezeigt. Durch Einflihrung eines Stopp-Kodons auf einer Plasmid-getragenen Kopie
von APD1 wurde das Protein um eine, drei resp. sechs Aminosauren gekirzt. Die
Genexpression stand dabei unter der Kontrolle des endogenen Promotors. So konnte
gezeigt werden, dass bei einem Tipfeltest auf einer Agarplatte, die mit 100 uM
Gallobenzophenon versetzt ist, kein Wachstum von Aapdl, transformiert mit einer
dieser gekiirzten Gen-Varianten, mehr moglich ist. Die daraus gezogene Schlussfolgerung
stellte einen verminderten oder sogar eingestellten Clustereinbau in Apd1 dar. In dieser
Arbeit wurden weitere Untersuchungen dies bezliglich unternommen. Um Aufschluss
Uber einen verminderten oder vollstandig eingestellten Einbau zu gewinnen, wurde mit
einer geringeren Gallobenzophenon Konzentration gearbeitet. Da ab einer
Konzentration von 25 uM Gallobenzophenon bereits ein vermindertes Wachstum von
Aapdl zu beobachten ist, wurde der experimentelle Aufbau dementsprechend
modifiziert. Dadurch konnte deutlich gemacht werden, dass im Gegensatz zu einer
Mutation eines Clusterliganden, die Klirzung des Proteins durch Einsetzen eines Stopp-
Kodons an Stelle einer der C-terminalen Aminosauren nicht zu einer vollkommenen
Letalitat, sondern nur zu einem vermindernden Wachstum des Stammes auf 50 uM resp.
75 uM Gallobenzophenon fiihrt. Dies wirde eher auf einen verminderten als einen
vollstandig eingestellten Einbau des Fe/S-Clusters sprechen. Um den Effekt der Deletion
des C-terminalen Tryptophans mit dem Einbau des Fe/S-Clusterns direkt in
Zusammenhang zu setzen, sollte die ESR-Spektroskopie genutzt werden. Mit dieser
spektroskopischen Methode ist es moglich den Einfluss des C-Terminus auf die Reifung
direkt anhand eines [2Fe-2S]-Cluster Spektrums und nicht indirekt mittels Tipfeltest
sichtbar zu machen. Zur Detektion des Clusters muss das Detektionsniveau Gber dem
physiologischen liegen, da das Zielprotein nur im geringen MaR in der Zelle vorliegt. Es
konnte kein Apd1-verwandtes ESR-Signal im Spektrum von WT-Zellen detektiert werden.
Somit wurde mit einem Plasmid mit hoher Kopiezahl und einer Expression unter
Kontrolle des starken FBAI1-Promotors gearbeitet, um ein Uberexpressionssystem zu
generieren. Jedoch zeigte sich, dass unter Verwendung des fiir diesen experimentellen
Aufbau benétigten Plasmids 426raHissTS_Apd1 kein Effekt bei Deletion des C-terminales
Tryptophans zu beobachten war. Dieses Verhalten bei Uberexpression wurde auch schon
in friheren Studien bezlglich Narl beobachtet. Es wurde in Untersuchungen bezliglich
des Einflusses des Tryptophans W491 auf die Inkorporierung von Fe/S-Clustern
untersucht. In dieser Studie wurde mit den starken Promotor MET25 gearbeitet und es
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konnte kein Einfluss auf die Clusterreifung des Tryptophans nachgewiesen werden. In
weitergefiihrten Untersuchungen wurde mit dem natiirlichen und einem schwachen
Promotor gearbeitet wobei der Einfluss des Expressionsniveaus des Proteins und
Abhangigkeit des Tryptophans aufgezeigt wurde (Greth, 2018). Es wurden daher weitere
Versuche unternommen mittels ESR-Spektroskopie einen Zusammenhang zwischen dem
Fe/S-Clustereinbau in Apdl und der CIA-Maschinerie herzustellen. In den folgenden
Experimenten wurden verschiedene CIA-Faktoren aus der friihen und spaten CIA-
Maschinerie depletiert um einen moglichen Zusammenhang zur Reifung des [2Fe-2S]-
Clusters nachzuweisen. Die sinkende Intensitdat des ESR-Signals des Proteins Apdl im
Zellextrakt bei verminderter Expression der CIA-Faktoren Cfd1, Narl und Cial konnte
gezeigt werden. Wurde beispielsweise die Expression von Cial Uber 40 h resp. 64 h
depletiert, konnte gleichermallen eine Abnahme der Intensitdat des Apd1-spezifischen
ESR-Signals verzeichnet werden. Diese Ergebnisse konnen Indizien auf einen
Zusammenhang zwischen der Clusterreifung von Apo-Apdl und der CIA-Maschinerie
darstellen. Wahrend der Wachstumsphase der verschiedenen Gal-Stamme konnte kein
signifikant vermindertes Wachstum bei der Uberexpression von Apd1 in glukosehaltigem
Medium festgestellt werden. Auch die Proteinkonzentration im Gesamtzellextrakt lag bei
den untersuchten Stammen in einem ahnlichen Bereich. Jedoch ist im Western-Blot bei
gleicher Gesamtproteinkonzentration eine verminderte Intensitat der Apd1-spezifischen
Bande zu beobachten. Dies kénnte durch einen vermehrten Abbau der sehr grofRen
Menge von Holo-Apd1 in der Zelle begriindet werden. Um die Ergebnisse zu liberpriifen,
muss eine Moéglichkeit geschaffen werden den Clustereinbau von Apd1 unter endogenen
Voraussetzungen nachzuvollziehen. Eine Mdglichkeit wirde hier eine Untersuchung
analog den chemogenomischen Wachstumsmessungen darstellen. Wenn das Wachstum
eines CIA-Stamms, der unter der Kontrolle des Gall-10-Promotors steht, unter dem
Einfluss von Glukose und Gallobenzophenon vermindert ist gegenliber dem Wachstum
unter Galaktose und Gallobenzophenon, kénnte dies fiir einen verminderten Einbau des
Fe/S-Clusters in Apd1 sprechen, da dieses essenziell fiir das Wachstum in Gegenwart
einer gewissen Konzentration der Chemikalie ist. Da jedoch durch die Regulation von CIA-
Faktoren die Reifung der cytosolischen Fe/S-Proteine generell inhibiert wird, ist ein
kollektiver Effekt auf das Zellwachstum durch Gallobenzophenon méglich. Hier bietet der
Nachweis mittels >>Fe einen entschiedenen Vorteil. Durch Immunpréazipitation von Apd1
nach Inkubation von einem reguliertem CIA-Stamm mit >°Fe, kdnnte dieser spezifische
Nachweis erbracht werden, wenn die Nachweisgrenze von Apd1 unter physiologischen
Bedingungen gegeben ist.

5.5 Charakterisierung des Apd1/Aim32 Homologs aus
T. curvata

Beim Sequenzvergleich des in vielen Organismen hochkonservierten HXGGH-
Bindemotivs stachen mehrere bakterielle Apd1/Aim32-Homologe heraus, bei denen
anstelle des zweiten Histidins ein Aspartat im Bindemotiv auftritt. Auch diese
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Aminosaure ist in der Lage als Ligand eines Fe/S-Clusters zu fungieren, wie im Fnr-
Regulator aus Bacillus subtilis (Gruner et al., 2011). In dem thermophilen Bakterium
T. curvata konnte ein Homolog zu Apd1/Aim32 mit alternativen Fe/S-Cluster Liganden
identifiziert werden (TcAAH).

Zur Isolierung dieses Proteins wurden im Zuge dieser Arbeit verschiedene
Aufreinigungsmethoden nach heterologer Genexpression herangezogen. Die klassische
Aufreinigung mittels eines Affinitats-Tags hat den grofRen Vorteil, dass das Protein von
Interesse durch einen einzigen Aufreinigungsschritt in hoher Reinheit isoliert werden
kann. Es wurden verschiedene Tags zur Aufreinigung in Betracht gezogen und auch zur
Anwendung gebracht. Da die Aufreinigung mittels His- oder Strep-Tag einfache und
effektive Methoden darstellen, wurden mit diesen Isolierungsmethoden gestartet. Im
weiteren Verlauf ergaben sich durch die Aufreinigung mit Tag jedoch einige Nachteile,
wodurch weitere Aufreinigungen mittels Heparinsdaule ohne Tag durchgefiihrt wurden.

Wurde TcAAH mittels His-Tag aufgereinigt, wies das Proteineluat eine tiefbraune Farbe
auf. Bei der Aufreinigung mit Strep-Tag oder ohne Tag war die Farbung hingegen
rotlicher. Beim Vergleich der UV/Vis-Spektren der Eluate ist ein unterschiedlicher Verlauf
zu beobachten. Wurde das Protein ohne Tag aufgereinigt ist im Bereich von 450 nm ein
ausgepragtes, scharfes Maximum zu beobachten. Bei der Aufreinigung mittels His-Tag ist
dieses, flir [2Fe-2S]-Proteine typische Maximum, auch zu beobachten. Bei dieser
Variante ist es jedoch breiter und erstreckt sich von 400450 nm. Bei der Variante mit
Strep-Tag liegt das Maximum bei ca. 420 nm (Abb. 5-5).

Es wurden des Weiteren Mo6Rbauerspektren der Protein-Varianten mit His-Tag (Abb.
4-59) und ohne Tag (Abb. 4-73 A) aufgenommen. Betrachtet man das Spektrum der
Variante mit His-Tag ist ersichtlich, dass das Spektrum aus vier Einzelkomponenten
besteht. Es kann daher angenommen werden, dass neben den Eisenionen, die dem
[2Fe-2S]-Cluster des Proteins zuzuordnen sind, noch weitere Eisenspezies mit isoliert
wurden. Das Spektrum von TcAAH ohne Tag lasst sich im Gegensatz dazu mit
2 verschiedenen Komponenten darstellen, deren MoéRBbauerparameter die Koordination
der zwei unterschiedlichen Eisenionen widerspiegeln, wobei sich jene eines Fe3*-lons bei
pH-Verschiebung dndern. Diese Ergebnisse wirden auch in Einklang mit dem
Unterschiedlichen Verlauf der UV/Vis-Spektren der verschiedenen Eluate stehen. Aus
diesem Grund wurden weitere Experimente zur abschieRenden Identifikation der
Clusterliganden mittels ESR- und UV/Vis-Spektroskopie mit der Proteinvariante ohne Tag
durchgefihrt.
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Abbildung 5-5: Spektroskopischer Vergleich von TcAAH nach verschiedenen Aufreinigungsmethoden.
Vergleich der UV/Vis-Spektren von TcAAH nach verschiedenen Aufreinigungsmethoden. Normiert auf die
Absorption bei 280 nm.

Transfer des Clustereinbaus von TcAAH in S. cerevisiae

In einem Teil dieser Arbeit wurde versucht durch die Expression von TcAAH in Aapd1 eine
Kompensation des Wachstumsphanotyps des Stammes in Gegenwart von
Gallobenzophenon zu erreichen. Um einen Zusammenhang zur CIA-Maschinerie
herzustellen, wurde am Ende des Gens der Leul C-Terminus mit C-terminalen
Tryptophan fusioniert. Neben der WT-Variante wurde auch noch eine Variante
angefertigt, in der durch Mutation des Aspartats an Position 183 in ein Histidin ein Fe/S-
Clustermotiv analog zu Apd1 geschaffen wurde. Es konnte jedoch nur ein Wachstum der
Histidin-Mutante ohne fusionierten Leul C-Terminus beobachtet werden. Dies wiirde
daflrsprechen, dass das C-terminale Tryptophan am Ende des Proteinkonstruktes in
diesem Fall den Fe/S-Clustereinbau eher inhibiert als initiiert. Um diese Vermutung zu
entkraftigen, konnte das Experiment mit dem C-Terminus von Apd1 wiederholt werden.

Bestimmung der Struktur von TcAAH

Mittels verschiedener Methoden konnten die Clusterliganden von TcAAH bestimmt
werden. Aufgrund der Nachbarschaft war es vor allem fir Cys154 und Cys155 anhand
des Aminosaurensequenz-Vergleichs nicht moglich den Clusterligand vorherzusagen.
Mutation beider Cysteine resultierte in nur einer ESR-aktiven Variante (C154A), jedoch
waren die g-Werte dieser Mutante bei den Aufreinigungsversuchen mittels Tags im
Vergleich zum WT-Protein verschoben. Ohne Tag war das ESR-Spektrum fiir die C154A-
Variante identisch zu WT-TcAAH.
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Abbildung 5-6: Struktur von TcAHH visualisiert mittels Discovery Studio. Hervorgehoben sind die
Clusterbinden Aminosauren. Visualisiert mittels Discovery Studie Client, durchgefiihrt von Dipl Biophys.
Lukas Knauer.

Durch die Simulation der Proteinstruktur mittels Alpha Fold (Jumper et al., 2021; Varadi
et al., 2022) wurden die spektroskopischen Ergebnisse bekraftigt. Es wird ersichtlich,
dass das ligierende Schwefelatom des Cysteins an Position 154 zu weit entfernt von der
Clusterbindetasche, bestehend aus Cys146, Cys155, His179 und Asp183, liegt (Abb. 5.6).

Bisher gibt es noch keine Anhaltspunkte auf die Funktion des Proteins im Organismus
T. curvata. Eine der Hauptaufgaben von Fe/S-Zentren besteht im Transport von
Elektronen. Eine Moglichkeit Informationen zur Funktion informatisch zu erhalten, stellt
ein Vergleich der Proteinsequenz mit Sequenzen vergleichbarer Spezies sowie die
Analyse des genomisches Kontexts (Operon oder Gen-Cluster) dar. Das Gen, welches
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TcAAH kodiert, liegt am 3‘-Ende der kodierenden Gene einer FAD-abhédngigen
Oxidoreduktase und einem Regulator. Diese drei Strukturen bilden einen Gen-Cluster.
Vergleicht man mittels JGI Genome Blast die Proteinsequenz mehrerer Mitglieder der
Thermomonosporaceae, denen T. curvata angehort, wird ersichtlich, dass dieses Gen-
Cluster konserviert ist (Abb.5-7). Fir zwei der gezeigten Genomabschnitte wird die
Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase, ein FAD-haltiges Redoxenzym, aufgefiihrt. Dieses
konservierte Cluster konnte einen Hinweis auf die Funktion des Proteins bieten. TcAAH
konnte als Helferprotein fungieren und beim Elektronentransport beteiligt sein.

Thermomonospom curvata

.V ¥

TcAAH

5(

i

Regulator FAD abhangige
Oxidoreduktase

Actinomadura sp.

N 3¢
7

Regulator Glycerin-3-Phosphat
Dehydrogenase
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i

TcAAH

Thermomonospora amylolytica

N 3¢
7
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5(

i

TcAAH

Streptosporangium roseum
\ 3 i
R

Regulator FAD abhdngige TeAAH
Oxidoreduktase ¢
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Abbildung 5-7: Gencluster verschiedener Mitglieder der Thermomonosporaceae. Dargestellt ist jeweils
ein Genabschnitt aus den Organismen Thermomonospora curvata, Actinomadura sp., Thermomonospora
amylolytica und Streptosporangium roseum.

Neben dem in dieser Arbeit charakterisierten [2Fe-2S]-Cluster von TcAAH ist bis heute
nur ein weiteres Exemplar eines Fe/S-Clusters mit drei unterschiedlichen Liganden
bekannt. Die Rrf2-Proteinfamilie beinhaltet dimere bakterielle Transkriptionsfaktoren.
Einige Mitglieder dieser Proteinfamilie besitzen drei konservierte Cysteine und durch
spektroskopische Methoden wurden sie als Fe/S-Cluster tragende Proteine identifiziert
(Isabella et al., 2009; Shepard et al., 2011). Bekannte Fe/S-Proteine dieser Klasse sind
NsrR, RirR und IscR. Trotz der strukturellen Ahnlichkeit dieser Proteine unterscheiden sie
sich in der Art der eingebauten Fe/S-Cluster. NsrR ligiert einen [4Fe-4S]-Cluster und IscR
einen [2Fe-2S]-Cluster. Neben dieser Variabilitat der Clusterart sind auch die Liganden
variabel, wobei aber drei der vier Liganden normalerweise Cysteine sind. RsrR ist ein
[2Fe-2S]-Protein aus dem Organismus Streptomyces venezuelae. Der Cluster des Proteins
verfligt Gber die Fahigkeit zwischen den Oxidationsstufen 2+ und 1+ zu wechseln und
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dadurch die DNA-Bindeaffinitat des Proteins zu kontrollieren (Munnoch et al., 2016).
Aufklarung der Kristallstruktur lieferte den Beweis, dass das Protein als Homodimer mit
je einem [2Fe-2S]-Cluster pro Monomer vorliegt (Abb. 5-8 A). Dabei wird der Cluster von
je zwei Aminosduren des einen und zwei Aminosduren des anderen Monomers
koordiniert.

A

Abbildung 5-8: RsrR verfiigt liber einen [2Fe-2S]-Cluster mit drei unterschiedlichen Liganden. A:RrsR ist
ein Homodimer. B Drei verschiedene Liganden koordinieren das Fe/S-Cluster (Volbeda et al. 2019).

Das Histidin an Position 12 und das Glutamat an Position 8 der einen sowie zwei Cysteine
an Position 90 und 110 der anderen Untereinheit koordinieren je einen [2Fe-2S]-Cluster
(Abb. 5-8 B). Ein Eisenion wird dabei von zwei S*-lonen und je einem Cystein und einem
Histidin resp. Glutamat koordiniert. SvRsrR stellt somit das erste strukturell
charakterisierte [2Fe-2S]-Protein dar, dessen Cluster durch drei verschiedene Arten von
Liganden gebunden ist (Volbeda et al. 2019).

In einer Dissertation von 2017 (Pellicer Martinez, 2017) wurde zudem ein
MoRBbauerspektrum von RsrR beschrieben. Zu diesem Zeitpunkt war die Kristallstruktur
noch nicht geldst und es wurden als potenzielle Liganden drei Cysteine und ein Histidin
vermutet. Vergleicht man die Parameter der beiden Eisenkerne stellt sich der immer
noch einzigartige Charakter des in dieser Arbeit charakterisierten TcAAH heraus (Tab.
5-2).
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Tabelle 5-2: Vergleich der M6Bbauerparameter von TcAAH und SvRsrR (Pellicer Martinez, 2017)

Komponente Parameter SvRsrR TcAAH
1 61 (mm/s) 0,285 0,23
AEqir (mm/s) 0,545 0,53
5 62 (mm/s) 0,289 0,38
AEqz (mm/s) 0,761 1,06

Ware der Cluster von TcAAH in gleicher Art koordiniert wie SvRsrR missten die
MoRBbauerparameter, vor allem die Isomerieverschiebung, der beiden Komponenten
dhnlicher sein. Durch den grofRen Unterschied ist eine Koordination eines Eisens durch
zwei Cysteine und die des zweiten Eisens durch ein Histidin und ein Aspartat in TcAAH
anzunehmen. Dies resultiert ein einer bisher in der Natur einzigartigen fiir TcAAH
belegten Clusterkoordination.
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Abbildung 6-1: Wachstum von WT und Aapdl in Gegenwart von 100 uM Gallobenzophenon in
Flussigmedium (SC-Glu). WT resp. Aapdl wurden einem Leerplasmid oder 416np-Plasmiden, welche das
Gen flir Apd1 resp. dessen Mutanten enthielten, transformiert. Nach Vorkultivierung Giber Nacht wurden
die verwendeten Stdmme zu ODsoo = 0,1 verdiinnt. Die optische Dichte wurde nach 16 h Wachstum bei
30 °C bestimmt (n = 3).
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Konzentration Hydroxyharnstoff
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Abbildung 6-2: Wachstum von WT und Aapdl in Gegenwart von Hydroxyharnstoff. A Wachstum in
Gegenwart von 150 mM Hydroxyharnstoff. Aapdl wurde mit einem Leerplasmid oder 416np-Plasmiden,
welche das Gen fiir Apd1 resp. dessen Mutanten enthielten, transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen
von flissigen Vorkulturen in glukose-haltigem SC-Medium wurden auf SC-Agarplatten mit Glukose und
Hydroxyharnstoff in der angegebenen Konzentration getilipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer
Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert. B Wachstum von WT und Aapd1 in Flissigmedium.
WT und Aapdl wurden mit einem Leerplasmid transformiert. Flissigkulturen mit 2 % Glukose und
Hydroxyharnstoff (HU) in den angegebenen Konzentrationen wurden inokuliert. Die optische Dichte wurde
nach 16 h Wachstum bei 30 °C bestimmt (n=2).
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Konzentration Gallacetophenon
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Abbildung 6-3: Tupfeltest verschiedener Stamme in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen
Gallacetophenon. WT oder die Deletionsstimme Aapdl, Aaim32, Asod2 oder Aaim32Asod2 wurden mit
einem Leerplasmid oder 416np-Plasmiden, die die Gene APD1 resp. AIM32 enthielten, transformiert. Serielle
10-fach Verdiinnungen von flissigen Vorkulturen in SC-Glu-Medium wurden auf SC-Glu-Agarplatten mit
Gallacetophenon, in den angegebenen Konzentrationen, getiipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer
Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.
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Abbildung 6-4: Tiipfeltest verschiedener Stimme in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen
Gallussaure. WT oder die Deletionsstimme Aapd1, Aaim32, Asod2 oder Aaim32Asod2 wurden mit einem
Leerplasmid oder 416np-Plasmiden, die die Gene APD1 resp. AIM32 enthielten, transformiert. Serielle
10-fach Verdiinnungen von flissigen Vorkulturen in SC-Glu-Medium wurden auf SC-Glu-Agarplatten mit
Gallussdure in den angegebenen Konzentrationen, getlipfelt. Die Agarplatten wurden nach einer
Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C fotografiert.
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Abbildung 6-5: SDS-Gele der Aufreinigung der HissAim32 Varianten . A H249C, B H253C, C HH249_53CC.

ATGAGCCGTACCAGCCATTGTGATCATTGTGTTGGTAGCCATACCGGTGAACGTAGCTGTCTGGCAACCGCCACCGCAACCGC
ACGTAGCTGGCTGCTGATTGAACATCCTGGTCCGTGGCCTGAACGTATTGAACAGCTGACCGGTCCGGCACCGCTGGTTGCAG
TTATTGAACGTGCAGCACGTGCCGGTGTTCGTCCGCAGCTGATTCGTCGTCCTGGTCGTGGTCGTCGTCCGACACCGCCTCTG
CAAGTTTATTTAGGTGGTAGCTTAGGTGGTCCGGTTTGGCTGGAAGGTCGTACCCTGGGTGATCATCGTGAACTGGAAGAACT
GGATGAAGGTGTTCTGGCAGAAGTTGCAGCAGGTCGCCGTCCGCGTTTTGGTGAACCGGTTGCAGGTCCGGCAGGCGCACCGG
GTAAACCGCTGCTGCTGGTTTGTACACATGGTAAACGTAATGCATGTTGTGCACGTTATGGTGCTCCGCTGGCACGCGAACTG
GCAGCACGCTTTGGTGATCTGGTTTGGGAAACCACACATGTTGGTGGTGATCGTTATGCAGCAAATCTGGTGTGTCTGCCGCA
TGGTCTGTATTATGGCGATCTGGGTGCAGCAGAAGCAGCAAGCGCAGTTGAAAGCTATCTGCGTGGTGAAGTTGCACTGGAAC
GCCTGCGTGGTCGTGCAGGTCTGCCTGCACCAGCACAGGCAGCAGAACATCATGTTCGTGTTCTGACCGGTGTGCTGGGTGTT
GATAGCGTTAGCGTTGAAAGCCTGACCGGCACCAGTCCGTATGAAGCCGTTATTGATGTTGCCGGTGCGCGTTATCTGGTTAC
CGTTGAAGAAACCGAACCGGTGCATGATTGTGAACCGGGTTGTCAAGAAAATGTTCGTAGCTATGTTGTTCGTGGTATTACCC
TGCTGAATCGTGCAGCCCTGGTTTAA

Abbildung 6-6: Sequenz des verwendeten synthetischen Gens von TcAAH.
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Tabelle 6-1: M6Bbauerparameter von TcAAH bei pH 7.

Komponente 1 2

& (mm/s) 0,23 0,38

AEq (mm/s) 0,53 1,06
r(mm/s) 0,24 0,27
Oberflache (%) 50 50
Interpretation Fecys FeHisprotAsp

Tabelle 6-2: M6Rbauerparameter von TcAAH bei pH 9,4.

Komponente 1 2 3

6 (mm/s) 0,23 0,38 0,33

AEq (mm/s) 0,48 1,06 0,85

r (mm/s) 0,26 0,26 0,26
Oberflache (%) 50 38 11
Interpretation Fecys FeHisprotAsp FeHisdeprotAsp

Tabelle 6-3: M6Bbauerparameter von TcAAH bei pH 10,7.

Komponente 1 2 3

& (mm/s) 0,25 0,38 0,33

AEq (mm/s) 0,45 1,06 0,85
r(mm/s) 0,25 0,25 0,30
Oberflache (%) 50 17 33
Interpretation Fecys FeHisprotAsp FeHisdeprotAsp
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Abbildung 6-7: SDS-Gele der Aufreinigung von Hise_TcApd1 Varianten. A C146A, B: C154A, C: C155A.
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Abbildung 6-8: SDS-Gele der Aufreinigung von TS_TcApd1l Varianten. A: WT, B: C146A, C:C154A, D:
C155A.
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Abbildung 6-9: Redoxtitration von TcAAH bei pH 6 und pH 10 (1,8 mg/ml). A Auswahl der ESR-Spektren
zur Bestimmung des Potentials bei pH 6. Die Amplitude des gy-Peaks nimmt bei niedrigerem
Redoxpotential zu. B Auswahl der ESR-Spektren zur Bestimmung des Potentials bei pH 10. Die Amplitude

des gy-Peaks nimmt bei niedrigerem Redoxpotential zu.
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Abbildung 6-10: Wachstum in Gegenwart von 50 uM Gallobenzophenon mit und ohne Luftsauerstoff.
Tipfeltest in Gegenwart von 50 uM Gallobenzophenon. WT, Asod2, Aapdl und Aaim32 wurden mit
einem Leerplasmid oder 416np-Plasmiden, welche das Gen fir Apdl resp. Aim32 enthielten,
transformiert. Serielle 10-fach Verdiinnungen von flissigen Vorkulturen in glukose-haltigem SC-Medium
wurden auf SC-Agarplatten mit Glukose und Gallobenzophenon in der angegebenen Konzentration
getiipfelt. Um ein Wachstum von W303 unter anaeroben Bedingungen maoglich zu machen, wurde das
Standardmedium zusétzlich mit folgendem supplementiert: 0,2 % (v/v) Tween-80, 0,2 % (v/v) Ethanol,
30 pg/ml Ergosterol (Muhlenhoff et al., 2010) und 55,6 ug/ml Methionin (Crisp et al., 2003). Die
Agarplatten wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C in Gegenwart oder unter
Ausschluss von Luftsauerstoff fotografiert.
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Abbildung 6-11: Verwendete GroBenstandards. Links: Protein Marker Ill. (AppliChem); Mitte: Blue Protein
Standard, Broad Range (11-190 kDa), rechts: 2-Log DNA Ladder (0.1-10.0 kb).
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Erginzende Arbeiten zur ,Dissertation Funktion des C-terminalen
Tryptophans cytosolischer Eisen-Schwefel-Proteine bei deren
Assemblierung.”

Im Folgenden wurden erganzende Untersuchungen zur Dissertation von Carina Greth
unternommen. Es sollte eine geeignete Methode zum Nachweis der Interaktion des
C-terminalen Tryptophans mit dem ClA-Targeting-Komplex gefunden werden, dies
stellte aber kein Hauptthema dieser Arbeit dar. Es wurde mit dem Stamm
Gal_CIA1/Aleul mit transformierten Plasmidkopie des Gens LEUI resp. Al-Variante
unter der Kontrolle des endogenen Promotors gearbeitet. Bei moderater Regulation von
Gal_CIA1/Aleul durch 40h Kultivierung in Glukose, konnte ein gesteigerter
Aktivitatsverlust der Al-Mutante im Vergleich zu WT bei physiologischer Cial-Menge
gefunden werden. So betrug die Aktivitdat der A1-Mutante, jeweils bezogen auf den WT,
noch 57 % bei physiologischer Cial-Menge und nur noch 8 % bei moderater Depletion in
diesem Stamm. Diese Daten gaben die ersten Hinweise auf eine mogliche Interaktion des
C-terminalen Tryptophans mit Cial, da bei geringer Cial-Konzentration im Cytosol das
C-terminale Tryptophan an Bedeutung zu gewinnen scheint (Greth, 2018). Es wurde
zudem versucht diesen Effekt fiir die weiteren Mitglieder des CIA-Targeting-Komplexes
nachzuweisen. Jedoch konnten keine Wachstumsbedingungen identifiziert werden, die
zu einer moderaten Depletion von Cia2 oder Metl8 in den GalL_CIA/Aleul- oder
GalL_MET18/Aleul-Stammes fihrten.

Im Verlauf dieser Arbeit sollte nun der Effekt des Tryptophans von Leul bei moderater
Depletion von Cial reproduziert, sowie Wachstumsbedingungen fiir GalL_CIA2/Aleul
und GalL_MET18A/leul analysiert werden, die zu deren moderaten Herrunterregulation
fiihren. Zudem sollte Gberpriift werden, ob der Effekt des C-terminalen Tryptophans bei
kritischer Menge eines ClA-Faktors spezifisch fir den ClA-Targeting-Komplex ist oder
auch bei Depletion friherer Mitglieder der CIA-Maschinerie wie Cfd1 und Nar1 eine Rolle
spielt.

In die Stamme Aleul, Gal_CIA1/Aleul, GalL _CIA2/Aleul, GallL_MET18A/leul,
Gal _CFD1/Aleul und Gal_NAR1/Aleul wurden die entsprechenden Plasmide
transformiert und in galaktosehaltigem Medium vorkultiviert. Die Stamme wurden
danach 20 h resp. 40 h in glukosehaltigem Medium kultiviert. Zur Uberpriifung des
Effektes der Deletion des C-terminalen Tryptophans unter unbeeinflussten Bedingungen
wurde fir die Gal-Stamme eine Kontrolle in galaktosehaltigem Medium mitgefihrt.
Diese Zellen wurden nach 20 h-Kultivierungszeit geerntet. Die Enzymaktivitdt von Leul
wurde nach Gesamtzellextraktpraparation bestimmt.
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Abbildung 6-12: Aktivitditsmessung von Leul fiir regulierbare CIA-Stimme (1). Die Stamme
Gal_ClIAlAleul, GallL_CIA2Aleul, GallL_MET18Aleul, Gal_CFD1Aleul und Gal_NAR1Aleul mit
transformierter WT-Kopie von LEU1 unter der Kontrolle des endogenen Promotors wurden 20 h in
Galaktose, 20 h in Glukose und 40 h in Glukose kultiviert. Nach Ernte der Zellen und Zellextraktion wurde
die Enzymaktivitat von Leul im Zellextrakt gemessen (n = 3).

Zur Veranschaulichung der Regulation nach 20 h resp. 40 h in Glukose, sind die Leul-
Aktivitaten dieser Zellen mit transformierter WT-Kopie im Vergleich zur Kontrolle in
Galaktose dargestellt. Als Vergleichswert wurde die Aktivitdt von Aleul mit WT-Kopie
nach 20 h resp. 40 h Kultivierung in Glukose herangezogen. Die Aktivitat nahm im Mittel
von der 20 h-Kultur zur 40 h-Kultur um ca. 30 % ab, der Unterschied verringert sich mit
Berlicksichtigung der Standardabweichung. Am wenigsten herunterreguliert war
Gal_CFD1/Aleul. Hier konnte nach einer Depletionsdauer von 40 h noch eine
Restaktivitat von 77 % detektiert werden. Ein &dhnliches Ergebnis konnte fir
Gal_CIA1/Aleul beobachtet werden. Dieser Stamm wies nach 40 h eine Abnahme der
Aktivitat von ca. 60 % auf. Dies deckt sich aber mit den Erwartungen, da fiir diese Stimme
eine 64-stiindige Depletion fir die vollstandige Herunterregulation von Néten ist. Die
Stamme Gal_NAR1/Aleul, GalL_CIA2/Aleul und GalL_MET18Aleul wiesen bereits nach
20 h Depletion in Glukose eine stark verminderte Leul-Aktivitat auf. Nach 20 h war sie
fur Gal_NAR1/Aleul und GalL_MET18/Aleul um ca. die Halfte verringert und nach 40 h
auf Hintergrundniveau. Die Depletion von Gal_CIA2/Aleul war sogar noch schneller, da
nach 20 h in Glukose eine Abnahme der Aktivitdt um 80 % zu verzeichnen war (Abb.
6-12).

Fir alle verwendeten Gal-Stamme konnten Depletionszeiten ermittelt werden, in denen
die Expression des jeweilige CIA-Faktor moderat depletiert ist. Im Folgenden sollte der
Effekt der Deletion des C-terminalen Tryptophans unter diesen Bedingungen untersucht
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werden. Zur Verdeutlichung der Ergebnisse wurden die jeweiligen Aktivitaten auf die
Aktivitat des WT normiert. Sind die Stamme nicht im CIA-Faktor depletiert, verringert
sich die Leul-Aktivitat durch Deletion des C-terminalen Tryptophans um ca. 50 %
(Ausnahme Gal_NAR1/Aleul, Abb. 6-13 A). Nach 20 h Depletion in Glukose hat fir die
Stamme Gal_CIA2/Aleul und Gal_MET18/Aleul dieser Aktivitatsverlust zugenommen.
Diese beiden Stamme erreichten nun eine kritische Konzentration in der Zelle und die
Deletion des Tryptophans hatte nun einen starkeren Effekt, die Aktivitat betrug nur noch
15 % fur GalL_CIA2/Aleul resp. 29 % fur GalLMET18/Aleul im Vergleich zur WT-Kopie.
Die Leul Aktivitat in Gal_CIA1/Aleul ist nach 20 h noch nicht gesunken, hier ist kein
vermehrter Effekt der Deletion zu beobachten. Dies gilt ebenso fiir die Stdamme
Gal_CFD1/Aleul und Gal_NAR1/Aleul, obwohl sich die Konzentration an Narl drastisch
reduzierte (Abb. 6-13 B). Nach weiteren 20 h Depletion in Glukose waren die Staimme
Gal_NAR1/Aleul, GalL_CIA2/Aleul und GalL_MET18/Aleul vollkommen
herunterreguliert (Abb. 6-13 C) und wurden in die weitere Betrachtung nicht mehr
miteinbezogen. Der Stamm Gal_CIA1/Aleul war moderat herunterreguliert, dies wirkte
sich auch auf die Aktivitat der A1-Mutante aus, im Vergleich zur WT-Kopie konnte nur
noch eine Leul-Aktivitdit von 18 % detektiert werden. Die Depletion des
Gal_CFD1/Aleul-Stammes war nach dieser Zeitspanne weniger effektiv und die Aktivitat
der A1l-Mutante betrug noch 40 % in Relation zu WT. Die Proteinmenge wurde mittels
Immundetektion nachgewiesen (Abb. 6-14). Somit kann die Regulation aller Gal-Stamme
bestatigt werden. Die hier erhaltenen Daten weisen auf des C-terminale Tryptophan als
kritischen Faktor bei einer verminderten Konzentration der Mitglieder des CIA-Targeting-
Komplexes hin. Fir die hier eingesetzten Komponenten der friiheren CIA-Maschinerie ist
dieser Effekt weniger stark ausgepragt.
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Abbildung 6-13: Aktivitditsmessung von Leul fiir regulierbare CIA-Stimme (2). Die Stamme Aleul
Gal_CIA1/Aleul, GallL_CIA2/Aleul, GalL_MET18/Aleul, Gal_CFD1/Aleul und Gal_NAR1/Aleul mit
transformierter WT-Kopie von LEU1 resp. dessen Mutante A1, sowie ein Leerplasmid (@) wurden unter der
Kontrolle des endogenen Promotors wurden 20 h in Galaktose (A), 20 h in Glukose (B) und 40 h in Glukose
(C) kultiviert. Nach Ernte der Zellen und Zellextraktpraparation wurde die Enzymaktivitat fir Leul
gemessen (n = 3).
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Abbildung 6-14: Nachweis der Proteine mittels Immundetektion. Es wurden 50 pg Gesamtzellextrakt
analysiert mit spezifischen Antikdrpern analysiert. * Proben wurden in falscher Reihenfolge aufgetragen
(A1, WT, @) und der Bereich wurde hier zur deutlichen Darstellung gespiegelt dargestellt.
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