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Einleitung

1 Einleitung

Alle aerob lebenden Organismen sind der schiadigenden Wirkung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) ausgesetzt. ROS entstehen durch endogene Prozesse, wie die oxidative
Phosphorylierung (Drose & Brandt, 2012), oder durch &ullere Einflusse, wie UV-Strahlung
oder Xenobiotika (Aroun et al., 2011; Zangar et al., 2004) und schidigen DNA, Proteine und
Lipide. Sie werden mit Krebs (Trachootham et al., 2009), neurodegenerativen Krankheiten
(Shukla ef al., 2011) und Diabetes (Paravicini & Touyz, 2006) in Verbindung gebracht. Um
die Zellen vor oxidativem Stress zu schiitzen, miissen unkontrollierte Oxidationsprozesse
verhindert werden. Daher existieren effektive Schutzmechanismen, um den Redoxstatus der
Zelle konstant und das Cytosol in reduziertem Zustand zu halten. Hierbei handelt es sich um
Enzyme, wie die Thioredoxin- und Glutaredoxin-Systeme (Holmgren & Aslund, 1995;
Nakamura et al, 1997), oder Antioxidantien, wie Glutathion. Glutathion spielt eine
bedeutende Rolle als zentraler Redoxpuffer, da reduziertes Glutathion (GSH) den grofBten
Anteil an freien Thiolen in der Zelle ausmacht und reversibel zu GSSG oxidiert werden kann
(Schafer & Buettner, 2001).

Sowohl Glutathion, als auch Thioredoxin und Glutaredoxin nutzen die reversible Oxidation
von Cysteinseitenketten zu Disulfiden, um Verdnderungen des Redoxgleichgewichts zu
erkennen und ROS zu neutralisieren (Brandes et al., 2009; Klomsiri et al.; Klomsiri et al.,
2011). Bei der Reaktion von ROS mit Cysteinthiolen entsteht Sulfonsdure als instabiles
Intermediat, das unter Ausbildung intra- oder intermolekularer Disulfide sofort mit

benachbarten Cysteinen in GSH oder anderen Proteinen reagiert (Rehder & Borges, 2010).
1.1 Die oxidative Faltung von Proteinen

Neben Enzymen mit redoxaktiven Disulfiden, wie beispielsweise Thioredoxin, existiert eine
grole Anzahl an Proteinen, die strukturelle Disulfide enthalten. Diese werden nicht, wie bei
der Oxidation durch ROS, iiber Sulfonsdureintermediate gebildet, sondern durch gerichtete
Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen. Strukturelle Disulfide haben in den meisten Fillen eine
stabilisierende Wirkung auf die Proteinstruktur (Creighton, 1978; Goldenberg et al., 1993;
Goto & Hamaguchi, 1982). Dies wird zum einen durch eine Destabilisierung der ungefalteten
Polypeptidkette durch Verringerung ihrer Entropie und zum anderen durch Stabilisierung der
nativen Struktur durch die Interaktion mit hydrophoben Seitenketten erreicht (Wedemeyer et
al., 2000). Eine Stabilisierung durch Disulfide ist besonders wichtig fiir extrazelluldre
Proteine und Proteine thermophiler Organismen (Mallick et al., 2002; Zavodszky et al.,
2001). In der Biotechnologie stellen die Stabilisierung von Proteinen durch rationales Design
von Disulfiden und die Herstellung disulfidhaltiger Proteine nach wie vor eine grof3e

Herausforderung dar. Eine Optimierung dieser Prozesse ist jedoch essentiell, da
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disulfidhaltige Proteine, wie Insulin und therapeutische Antikdrper, in groBen Mengen fiir
medizinische Zwecke bendtigt werden.

Der Prozess der oxidativen Faltung umfasst neben der Ausbildung von Sekundir- und
Tertidrstrukturelementen auch die Bildung von Disulfidbriicken. Die Oxidation von Cysteinen
ist héufig der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Proteinfaltung. Bereits 1961
entdeckte Anfinsen in Pionier-Experimenten, dass reduzierte und denaturierte RNase A in
Riickfaltungspuffer spontan die vier nativen Disulfide ausbilden kann (Anfinsen et al., 1961).
Dieser Prozess ist jedoch sehr langsam und beeinhaltet komplexe Oxidations-, Reduktions-
und Isomerisierungsprozesse.

Der Verlauf der oxidativen Faltung wird im Wesentlichen von drei Faktoren bestimmt: der
rdumlichen Nihe, der Reaktivitit und der Zugénglichkeit von Disulfiden und Cysteinen.
Hierbei beeinflussen sich die konformationelle Faltung und die Oxidation gegenseitig, da die
Bildung von Strukturelementen die chemische Umgebung und die Zuginglichkeit der
reaktiven Gruppen verdndert. Wéhrend der oxidativen Faltung kommt es in vielen Féllen
zunichst zur Bildung nicht nativer Disulfide zwischen Cysteinen, die in der Primérsequenz
benachbart sind. Diese Intermediate sind in der Regel nicht stabil gefaltet. Die fehlende
Strukturierung hélt die Disulfide und Cysteine meist gut zuginglich und flexibel fiir weitere
Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen, so dass sich ein Gleichgewicht verschiedener nicht
nativer Spezies bildet (Rothwarf & Scheraga, 1993; Ruoppolo et al., 2000; Thannhauser et
al., 1997). Die Verteilung der Spezies wird in erster Linie entropisch von der GroBe der
gebildeten Schleifen bestimmt, es spielen aber auch enthalpische Effekte eine Rolle (Volles et
al., 1999; Xu et al, 1996). Sobald korrekte Disulfide ausgebildet sind, konnen diese
Intermediate eine nativ-dhnliche Struktur einnehmen. Diese schiitzt die Disulfide vor
Reduktion und fiihrt so zu einem ,,Einrasten* (locking in) der Struktur, weshalb Intermediate
mit korrekten Disulfiden akkumulieren (Pace & Creighton, 1986; Rothwarf et al., 1998;
Thannhauser et al., 1997; Wedemeyer et al., 2000). Auf diese Weise wird der oxidative
Faltungsweg zum nativen Zustand hin gesteuert.

In der Zelle findet oxidative Faltung nur in bestimmten Kompartimenten statt. Das Cytosol
bildet eine reduzierende Umgebung mit hohen GSH-Konzentrationen und hédlt auf diese
Weise die meisten Proteine im reduzierten Zustand. Oxidierende Kompartimente enthalten
spezialisierte Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen, die die Ubertragung von Disulfiden auf

Substratproteine katalysieren.

1.1.1 Oxidative Faltung im bakteriellen Periplasma

Das Oxidationssystem Gram-negativer Bakterien befindet sich im Periplasma und besteht aus
den Dsb (disulfide bond) Proteinen. Die Thioloxidase DsbA iibertrdagt Disulfide durch eine
Redoxreaktion auf Substratproteine und liegt nach der Katalyse reduziert vor. Daher muss sie
anschlieend durch die Interaktion mit DsbB regeneriert werden (Bardwell et al, 1991;
Kamitani et al.,, 1992; Missiakas et al, 1993). DsbA besteht aus einer katalytischen
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Thioredoxin-dhnlichen Domine und einem helikalen Substratbindungsbereich (Martin et al.,
1993) (Abbildung 1 a). Das katalytische Disulfid ist als Cys-Pro-His-Cys-Motiv angeordnet.
Es ist sehr labil und weist mit -120 mV ein extrem hohes Reduktionspotential auf (Zapun et
al., 1993). Die hohe Oxidationskraft ist auf den stark erniedrigten pK-Wert des N-terminalen
Cysteins von 3,5 zuriickzufiihren. Ein niedriger pK-Wert verbessert die Eigenschaften eines
Cysteins als Abgangsgruppe, was das Disulfid stark destabilisiert (Grauschopf et al., 1995).
DsbA oxidiert bevorzugt Cysteine, die sich in rdumlicher Nédhe entlang der Proteinkette
befinden (Sone et al., 1997). In Substratproteinen mit komplexer Disulfidverbriickung fiihrt
dies hdufig zu nicht nativen Disulfiden. Diese werden durch die Disulfidisomerase DsbC
(Abbildung 1 b) in den nativen Zustand tiberfiihrt (Bader et al., 1998; Porat et al., 2004;
Zapun et al., 1995).

Abbildung 1: Struktur von bakteriellen und eukaryotischen Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen. Gezeigt
sind (a) DsbA und (b) DsbC aus E. coli, sowie (c) PDI aus S. cerevisiae. Die katalytischen
Thioredoxin-dhnlichen Doménen sind in griin, die Substratbindungsdoménen in blau gezeigt. Die
katalytisch aktiven CXXC-Motive sind als gelbe Kugeln dargestellt. Die Strukturen wurden mit dem
Programm PyMol und den pdb-Eintrdgen 1DSB, 1EEJ und 2B5E erstellt.

1.1.2 Oxidative Faltung im endoplasmatischen Retikulum

Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) war das erste entdeckte Faltungshelferenzym (Goldberger et
al., 1963; Venetianer & Straub, 1963) und kommt in hohen Konzentrationen im
endoplasmatischen Retikulum (ER) vor (Lambert & Freedman, 1985). Hier werden
insbesondere sekretorische Proteine, die reduziert und entfaltet aus dem Cytosol importiert
werden, oxidiert und modifiziert.

PDI ist ein Multidomédnenprotein, das aus vier Thioredoxin-dhnlichen Dominen, in der
Anordnung a-b-b’-a” aufgebaut ist (Abbildung 1 c). Die katalytisch aktiven a- und a’-
Doménen enthalten je ein aktives Zentrum mit einem Cys-Gly-His-Cys-Motiv (Freedman et
al., 1998; Holst et al., 1997; Tian et al., 2006), mit einem Reduktionspotential von
ca. -180 mV (Lundstrom & Holmgren, 1993). Das N-terminale Cystein zeigt einen stark
erniedrigten pK-Wert von 4,4 bis 6,7 (Hawkins & Freedman, 1991; Kortemme et al., 1996;
Ruddock et al., 1996), wihrend der pK-Wert des C-terminalen Cysteins so hoch ist, dass er
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nicht bestimmt werden kann, da das Protein bei sehr hohen pH-Werten denaturiert wird.
Experimentelle Befunde zeigen, dass er > 10 sein muss und Berechnungen ergaben einen
Wert von 12,8 (Lappi et al., 2004). Die katalytisch nicht aktiven b- und b’-Doménen sind fiir
die Bindung entfalteter Substrate notig.

PDI besitzt nicht nur Thioloxidase-, sondern auch Disulfidisomerasefunktion, d.h. nicht native
Disulfide in Substratproteinen konnen in die korrekte Verbriickung tiberfiihrt werden. Das
Gleichgewicht zwischen dem oxidierten Enzym, das fiir die Substratoxidation verantwortlich
ist, und dem reduzierten Enzym mit Isomerasefunktion wird durch die FAD-haltige
Sulfhydryloxidase Erol und reduziertes Glutathion eingestellt (Frand & Kaiser, 1999; Gross
et al., 2004; Pollard et al., 1998).

1.2 Oxidative Faltung im Intermembranraum von Mitochondrien

Mitochondrien sind iiber Porine in der duBleren Membran mit dem Cytosol verbunden.
Glutathion kann frei durch die Porine diffundieren, weshalb der Intermembranraum (IMS)
lange als reduzierendes Kompartiment und das ER als einziger Ort der Disulfidbildung in
Eukaryoten angesehen wurde. Es wurden jedoch zunehmend Proteine mit strukturellen
Disulfiden im IMS entdeckt. Thre Cysteine sind hoch konserviert und essentiell fiir die
Funktion der Proteine und deren Import aus dem Cytosol (Iwata ef al., 1998; Mukai et al.,
1985; Tsukihara et al., 1995). Tatsidchlich konnte im IMS ein Disulfid-Staffelsystem
bestehend aus der Thioloxidase Mia40 und der Sulthydryloxidase Ervl identifiziert werden
(Chacinska et al., 2004; Mesecke et al., 2005; Naoe et al., 2004; Terziyska et al., 2005).

1.2.1 Die mitochondriale Thioloxidase Mia4(

Miad0 (Mitochondrial import and assembly) ist ein in Hefe essentielles Protein (Terziyska et
al., 2005; Winzeler et al., 1999) und in Eukaryoten von Pilzen bis zu Pflanzen und Tieren
konserviert. Topologisch ist der IMS dquivalent zum bakteriellen Periplasma. Dennoch zeigt
die Thioloxidase Mia40 keinerlei strukturelle Ahnlichkeit zu DsbA oder DsbC. Im Gegensatz
zu den meisten anderen Oxidoreduktasen enthélt Mia40 keine Thioredoxin-dhnliche Doméne.
Die Kerndomine von Mia40 (AS 284-365) aus S. cerevisiae konnte als MBP-Fusionsprotein
kristallisiert und die Struktur mit einer Auflésung von 3 A gelost werden (Kawano et al.,
2009). Weiterhin wurde die Struktur von humanem Mia40 in Losung bestimmt, wobei beide
Strukturen in weiten Teilen identisch sind (Banci et al., 2009).

Die zwischen den Spezies stark konservierte globuldre Domine von Mia40 besteht aus zwei
antiparallelen a-Helices, die durch zwei strukturelle Disulfide stabilisiert werden (Abbildung
2 a). Die vier Cysteine der strukturellen Disulfide sind als zwei CXoC-Motive angeordnet,
d.h. zwei Cysteine sind durch jeweils neun andere Aminosduren getrennt. In diesem Bereich
kommen viele hochkonservierte, hydrophobe Aminosduren vor. Sie bilden eine, dem
katalytischen Zentrum benachbarte, hydrophobe Furche zur Erkennung und Bindung
entfalteter Substratproteine (Abbildung 2 b). Damit besitzt Mia40 im Gegensatz zu den

4
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Thioredoxin-dhnlichen Oxidoreduktasen, wie DsbA und PDI, keine separate, spezialisierte
Substratbindungsdoméne. Das katalytisch aktive Disulfid liegt in einem flexiblen Segment
des Proteins, das iiber hydrophobe Wechselwirkungen auf die globuldre Kerndomine packt.

Es ist nicht wie in anderen Oxidoreduktasen als CXXC-, sondern als CPC-Motiv angeordnet.

Abbildung 2: Struktur von Mia40. (a) Gezeigt ist die Struktur der globuldren Domine von Mia40 aus
S. cerevisiae. Die Schwefelatome des katalytischen Disulfids sind gelb, die Reste, die die
hydrophoben Furche bilden, griin eingefirbt. (b) Oberflichendarstellung von Mia40. Farbgebung und
Orientierung entsprechen Teilabbildung (a). Die Strukturen wurden mit dem Programm PyMol und
dem pdb-Eintrag 2ZXT erstellt.

Die N- und C-Termini des Proteins bestehen aus ausgedehnten ungeordneten Bereichen, die
in den Strukturen nicht aufgelost sind. In Hefe bildet der N-Terminus zusédtzlich einen
Membrananker, iiber den Mia40 in der inneren Mitochondrienmembran verankert ist
(Chacinska et al., 2004; Naoe et al., 2004), wihrend Mia40 in hoheren Eukaryonten 16slich
im IMS vorliegt. Es konnte jedoch in Komplementationsexperimenten gezeigt werden, dass
der strukturierte, globuldre Teil des humanen Proteins ausreicht um in Hefe die biologische
Funktion zu erfiillen (Chacinska et al., 2008).

1.3 Mia40 verbindet Import und Oxidation von Substraten in Mitochondrien

Mia40 wurde urspriinglich als Importfaktor fiir den Transport von Proteinen aus dem Cytosol
in Mitochondrien entdeckt, woher auch der Name Mitochondrial import and assembly
herriihrt. Die Proteine des IMS sind im Zellkern kodiert und miissen nach der Synthese im
Cytosol in die Mitochondrien transportiert werden (Ghaemmaghami et al, 2003). Viele
Proteine des IMS enthalten keine Signalsequenz, dafiir aber konservierte Cysteinreste und
werden liber den TOM-Komplex (translocase of the outer membrane) importiert. Der Import-
und Oxidationsmechanismus dieser Proteine ist schematisch in Abbildung 3 gezeigt. Da die
TOM-Pore nur eine Grofe von 22 bis 26 A hat, konnen lediglich reduzierte, entfaltete
Proteine transportiert werden (Schwartz & Matouschek, 1999). Ob die IMS-Proteine
spezifisch von Rezeptoren des TOM-Komplexes rekrutiert werden, oder spontan durch die
Pore diffundieren ist dabei noch nicht gekldrt. Nach dem Import wird das Substrat unter
Ausbildung eines stabilen, gemischten Disulfids mit Mia40 oxidiert (Chacinska et al., 2004;
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Milenkovic et al., 2007). In einer Thiol-Disulfid-Austauschreaktion werden Elektronen vom
Substrat auf Mia40 iibertragen, was zur Bildung einer Disulfidbriicke im Substrat fiihrt. Nach
der Freisetzung aus dem Komplex mit Mia40 liegt das Substrat oxidiert und gefaltet vor
(Mesecke et al., 2005; Muller et al., 2008). Da native Proteine die TOM-Pore nicht mehr
passieren konnen, werden die Substrate durch Interaktion mit Mia40 nach der folding trap
Hypothese im IMS gehalten (Allen ef al., 2003; Lutz et al., 2003). Nach der Katalyse ist das
katalytische Disulfid in Mia40 reduziert und damit inaktiv. Um den aktiven Ausgangszustand
zu regenerieren, interagiert Mia40 mit Ervl (Kapitel 1.4) und wird von diesem oxidiert (Allen
et al., 2005). In Abwesenheit von Ervl akkumuliert Mia40 in reduzierter Form (Mesecke et

al., 2005).

HS HS
TOM-Komplex

Cytosol

PR R R PP P PR PR PP RRPRPRPR PRPPPT
SOOOEEEOOEOEEEGEEOEEOOEEE leelcloeeet)
HS SH
2 e' Ervl fSH
Ervl S

S s— S

e Ervl —S

0,/ Cytc
POO0O000000000000000000000 PRPPPP
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Abbildung 3: Schematischer Ablauf der Substratoxidation in Mitochondrien. Cysteinhaltige Proteine
(violett) werden im reduzierten Zustand aus dem Cytosol durch die TOM-Pore in den mitochondrialen
Intermembranraum (IMS) transportiert. Dort werden sie durch die Thioloxidase Mia40 oxidiert. Das
reduzierte katalytische Disulfid von Mia40 wird durch die FAD-haltige Sulfhydryloxidase Ervl
reoxidiert. Ervl kann Elektronen sowohl an molekularen Sauerstoff, als auch an Cytochrom c
weitergeben und so das Oxidationssystem mit der Atmungskette koppeln.

Mia40 und Ervl bilden ein Disulfidstaffelsystem, in dem Elektronen vom reduzierten Substrat
unter Bildung von Disulfiden weitergeleitet werden (Abbildung 4). Der Elektronenfluss geht
dabei generell in Richtung des positiveren Reduktionspotentials und wird durch spezifische
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen gesteuert. Das Reduktionspotential der
strukturellen Disulfide der Mia40-Substrate liegt im Bereich von -310 bis -340 mV (Banci et
al., 2008a; Lu & Woodburn, 2005; Tienson et al., 2009; Voronova et al., 2007), weshalb
diese im IMS, der ein Reduktionspotential von ca. -255 mV aufweist, sehr stabil sein sollten
(Hu et al., 2008). Fiir die Oxidation eines Substrates mit zwei Disulfiden werden zwei mal je
zwel Elektronen auf Mia40 unter Reduktion des katalytischen Disulfids iibertragen. Von dort
flieBen je zwei Elektronen auf die Sulfhydryloxidase Ervl, zunichst in Richtung des
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negativeren Reduktionspotentials auf das N-terminale Disulfid, was im Bezug auf die
Elektronenaffinitit ein ungiinstiger Prozess ist. Es muss jedoch beachtet werden, dass
Reduktionspotentiale im Gleichgewicht, unter in vitro Bedingungen bestimmt werden und im
natiirlichen System und unter kinetischer Kontrolle anders sein konnen. In Ervl wird final der
Kofaktor FAD reduziert (Gross et al., 2002; Vitu et al., 2006). FAD ermoglicht es, die
urspriingliche Ubertragung von je einem Elektronenpaar aus der Reduktion eines Disulfids,
auf die Ubertragung eines einzelnen Elektrons auf Him umzustellen, indem ein FAD-
Semiquinon als Intermediat genutzt wird (Deponte & Hell, 2009). Von FAD konnen die
Elektronen direkt auf Sauerstoff iibertragen werden, was jedoch zur Bildung von toxischem
H,0, fiihrt. Alternativ kann Cytochrom c als Akzeptor dienen (Bihlmaier et al., 2007). In wie
weit beide Wege in der Zelle verwendet werden ist nicht bekannt, allerdings ist Cytochrom ¢
in vitro der bevorzugte Reaktionspartner flir reduziertes Ervl (Allen et al., 2005; Bien et al.,
2010; Bihlmaier et al., 2007; Farrell & Thorpe, 2005; Tienson et al., 2009). In Hefe gibt es
Hinweise auf einen anaeroben Elektronenakzeptor, der jedoch noch nicht identifiziert werden
konnte (Dabir et al., 2007). Weiterhin ist nicht bekannt, ob ein solches System auch in
anderen Eukaryoten existiert. Cytochrom c transferiert die Elektronen iiber die Cytochrom c
Oxidase in die Atmungskette (Bihlmaier et al., 2007), wo Sauerstoff als terminaler Akzeptor

dient.

S—S S—S FAD Him Cu-Ham
2-2¢

\‘ 2:2¢ 0,
Substrat . \ 4-1e¢ i
Mia40 Ervi \‘ e 4-1e <
COX

-320 mV *2H0
-320--340mV  -200 mV -150 mV +250 mV +820 mV
215 mV
Disulfidbildung Elektronenfluss

Abbildung 4: Schematischer Ablauf des Elektronenflusses bei Oxidation eines Substratproteins mit
zwei Disulfiden durch Mia40. Es sind die Proteine gezeigt, die an der Elektronentransportkette
beteiligt sind, sowie die Anzahl an Elektronen, die jeweils libertragen werden. Die chemischen
Gruppen, die die Elektronen aufnehmen, sind entweder die Seitengruppen der Cysteine, oder FAD-
bzw. Hiam-Kofaktoren. Als terminaler Akzeptor dient molekularer Sauerstoff. Die
Reduktionspotentiale dieser Gruppen sind ebenfalls angegeben und wurden den Referenzen (Banci et
al., 2009; Dabir et al, 2007, Voronova et al, 2007) entnommen. Fiir Ervl sind die
Reduktionspotentiale des N- und C-terminalen Disulfids, sowie von FAD angegeben.

1.4 Die Sulfhydryloxidase Ervl

Ervl (essential for respiration and vegetative growth) wurde zunichst als stoffwechselaktives
Protein entdeckt, da Hefezellen mit defektem Ervl Storungen der Atmungskette und des
Zellwachstums zeigten (Dabir ef al., 2007; Lisowsky, 1992). Aullerdem waren Morphologie

und Verteilung der Mitochondrien, die Biogenese von FeS-Clustern und der Gehalt an
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Proteinen des IMS beeinflusst (Allen et al., 2005; Mesecke et al., 2005; Rissler et al., 2005).
Spéater wurde gefunden, dass es sich bei Ervl um eine Sulthydryloxidase handelt.
Sulthydryloxidasen kdnnen de novo Disulfide generieren, da sie Elektronen iiber Kofaktoren
direkt an Sauerstoff abgeben konnen. Thioloxidasen sind dagegen nur in der Lage Disulfide
zu ibertragen. Das Substrat von Ervl im IMS ist Mia40, das nach der Oxidation von
Substraten reduziert und damit inaktiv vorliegt und durch Ervl regeneriert wird (Mesecke et
al., 2005; Rissler et al., 2005).

Ervl aus Hefe bildet ein nicht kovalentes Homodimer, wobei jede Untereinheit ein
strukturelles und zwei redoxaktive Disulfide, sowie je einen FAD-Kofaktor enthilt (Gross et
al., 2002). Reduziertes Mia4( {ibertrdgt seine Elektronen zunidchst auf das sogenannte
Transport-Disulfid (shuttle disulfide), das in einem flexiblen Segment liegt und so optimal mit
Mia40 interagieren kann. Von dort werden die Elektronen auf ein weiteres Disulfid (catalytic
disulfide) Uberfiihrt, das sich in direkter Nachbarschaft zum FAD-Kofaktor befindet, und so
die Elektronen leicht auf diesen iibertragen kann. FAD kann nun die Elektronen je nach

Bedarf auf O, als Endakzeptor, oder auf Cytochrom ¢ in der Atmungskette tibertragen.
1.5 Die Substrate des mitochondrialen Disulfidstaffelsystems

Die meisten Proteine, die aus dem Cytosol in die Mitochondrien transportiert werden
enthalten Signalsequenzen, durch die sie gerichtet in die Matrix, oder die innere bzw. duflere
Membran gelangen (Chacinska et al,, 2009; Herrmann & Riemer, 2010; Neupert &
Herrmann, 2007). Allerdings konnten nur fiir wenige Proteine des IMS solche
Signalsequenzen identifiziert werden (Herrmann et al., 2012; Herrmann & Riemer, 2010), da
sie fir ihren effizienten Import auf die Interaktion mit dem mitochondrialen Disulfid-
Staffelsystem angewiesen sind. Seit der Entdeckung der Thioloxidase Mia40 wurden
zahlreiche Substrate dieses Systems gefunden. Bei den meisten dieser Substrate handelt es
sich um cher kleine Proteine, im Bereich von ca. 10 kDa. Auffallend ist, dass die Struktur
dieser Proteine sehr dhnlich zu der von Mia40 selbst ist und aus einer Helix-Schleife-Helix-
Struktur mit zwei Disulfiden besteht (Abbildung 5 a). Diese Proteine lassen sich in zwei
Untergruppen unterteilen, die sich dadurch unterscheiden, dass die vier Cysteine entweder als
zwel CX;3C-, oder CXyC-Motive angeordnet sind. Es konnten bisher fiinf Vertreter der CX;C-
Proteine gefunden werden, die alle zur Familie der Tim-Proteine gehdren (Milenkovic et al.,
2009; Webb et al., 2006). Diese Proteine bilden nach der Faltung hexamere Komplexe aus
und transportieren als Chaperone Substratproteine zur inneren Mitochondrienmembran. Die
Gruppe der CXoC-Substrate ist sehr viel grofer. In silico konnten durch Sequenzanalyse 30
dieser Proteine gefunden werden (Longen et al, 2009). Fiir einige von ihnen wurde die
Interaktion mit Mia40 bereits experimentell nachgewiesen, wobei das am besten untersuchte
dieser Proteine Cox17 ist. Cox17 ist ein Kupferchaperon des IMS, das fiir die Biogenese der
Cytochrom ¢ Oxidase wichtig ist. Es enthélt zwei strukturelle Disulfide, sowie drei Cysteine,

die an der Bindung von Kupferionen beteiligt sind (Arnesano et al., 2005).
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Zunehmend werden auch komplexer aufgebaute Substratproteine von Miad0, wie
beispielsweise die Protease Atp23 (Weckbecker et al., 2012), die Superoxiddismutase Sod1
(Gross et al., 2011; Kloppel et al., 2011; Varabyova et al., 2013) und das Kupferchaperon
Ccsl (Gross et al., 2011; Varabyova ef al., 2013) mit mehr als zwei Disulfiden identifiziert.

1.6 Das sliding-and-docking Modell

Die oxidative Faltung von Modellproteinen wie BPTI, RNase A, Hirudin oder Insulin ist gut
untersucht. Durch Oxidoreduktasen, wie DsbA oder PDI, werden zunéchst zufillige, nicht
native Disulfide eingefiihrt, da préferentiell in der Primérsequenz benachbarte Cysteine
miteinander reagieren (Creighton et al., 1980; Sone et al., 1997). Diese Disulfide miissen
anschlieBend durch Isomerasen, wie DsbC, oder PDI, in den nativen Zustand iiberfiihrt
werden (Chakravarthi et al., 2006; Gleiter & Bardwell, 2008). Es ist bisher noch nicht
bekannt, ob auch Mia40 zunichst zufillige Disulfide einfiihrt und eine Isomerasefunktion
besitzt, um die korrekte Verbriickung zu erreichen. Es gibt jedoch Hinweise, dass GSH die
Effizienz der Substratoxidation durch Mia40 verbessert, vermutlich durch Reduktion von

kinetisch gefangenen Intermediaten (Bien ef al., 2010).

Abbildung 5: Struktur von Cox17. Gezeigt ist die Struktur von Cox17 aus S. cerevisiae. Die
strukturellen Cysteine sind als gelbe Stibchen dargestellt und gemiB der Aminosiduresequenz
nummeriert. Die Reste der MISS/ITS-Sequenz (Phe50, Ile51, Tyr54) sind in balls and sticks
Représentation dargestellt. Die Abbildung wurde mit dem Programm PyMol und dem pdb-Eintrag
1U97 erstellt. (b) Helixprojektion des zweiten CXoC-Motivs (Aminosduren 46-62) aus (a). Die Reste
der MISS/ITS-Sequenz sind in magenta dargestellt. Die hydrophobe (schwarz) und hydrophile (grau)
Seite der amphiphatischen Helix sind als Halbkreise angedeutet. Die Abbildung wurde Sideris et. al,
2009 entnommen und modifiziert.

Um korrekte Disulfide zu bilden, muss Mia40 selektiv mit bestimmten Cysteinen des
Substrates gemischte Disulfide ausbilden und diese anschlieBend ausschlieBlich durch
nukleophilen Angriff des korrekten Cysteins aus dem Substrat aufgelost werden. Fiir die
Substrate Tim9 und Cox17 wurden Signalsequenzen, die sogenannte MISS- (mitochondria
IMS sorting signal) bzw. 1TS-Sequenz (IMS targeting signal) gefunden, die die spezifische

Reaktion von Cysteinen des Substrats mit Mia40 steuern sollen (Milenkovic et al., 2009;
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Sideris et al., 2009). Hierbei handelt es sich um hydrophobe Aminosduren, die jeweils eine
bzw. zwei Helixwindungen entfernt von einem Cystein liegen (Abbildung 5 a). Es wurde
vorgeschlagen, dass das Substrat bei Bindung an die hydrophobe Furche von Mia40 eine
Helix ausbildet, in der diese hydrophoben Reste in die direkte Nachbarschaft des Cysteins
gelangen und dieses dadurch in die unmittelbare Nihe des katalytischen Zentrums dirigieren
(sliding Schritt, Abbildung 5 b) (Banci et al., 2010; Sideris et al., 2009). Auf diese Weise soll
die Reaktion von Mia40 mit einem definierten Cystein des Substrats gesteuert werden
(docking Schritt). Die MISS/ITS-Sequenz wurde durch Sequenzvergleich in den meisten der
klassischen CX;3C- und CXyC-Substrate von Mia40 gefunden (Longen et al., 2009; Sideris et
al., 2009). In Cox17 liegt diese Sequenz in der C-terminalen Helix zwischen Cystein 3 und 4
und es wurde postuliert, dass auf diese Weise in humanem Cox17 das dritte Cystein (-CXoC-
CXyC-) und in Hefe-Cox17 das vierte Cystein (-CXoC-CXoC) das initiale gemischte Disulfid
mit Mia40 ausbildet. Dies wiirde jeweils zur Bildung der inneren (-CXoC-CXoC), bzw. der
duBeren (-CXoC-CXoC) Disulfidbriicke fiihren. Warum in den homologen Proteinen
unterschiedliche Cysteine an Mia40 angreifen, konnte nicht gekliart werden. Ebenso ist nicht
bekannt, wie in Hefe das zweite Disulfid eingefiihrt wird, da durch initiale Bildung des
duBeren Disulfids die MISS/ITS-Sequenz nicht mehr exponiert ist und damit die Interaktion
mit Mia40 erschwert wire. Eine mdgliche Losung hierfiir wire eine Oxidation der
verbleibenden Cysteine durch Glutathion, oder O,. Fiir strukturell einfach aufgebaute
Substrate, wie die Helix-Schleife-Helix-Proteine, kénnte die spezifische Ausbildung des
initialen Intermediats, sowie eine Verknilipfung der Cysteine, die durch friih ausgebildete
Helixstrukturen gesteuert wird ausreichen, um die Bildung fehlverbriickter Spezies zu
verhindern. Da jedoch auch komplexer aufgebaute Substrate mit mehr als zwei Disulfiden
gefunden wurden konnte der sliding-and-docking Mechanismus in diesen Fillen zu kurz
greifen.

1.7 Problemstellung

Die zentralen Komponenten des mitochondrialen Disulfid-Staffelsystems, Mia40 und Ervl,
und mehrere Substrate konnten seit seiner Entdeckung nédher charakterisiert werden. Die
Strukturen von Mia40 aus Mensch und Hefe wurden geldst und zeigten, dass Mia40 keine
strukturelle Ahnlichkeit zu den bisher bekannten Thioredoxin-artigen Oxidoreduktasen
aufweist. Die Oxidation von Substraten wurde insbesondere anhand der Proteine Cox17 und
Tim9 untersucht. Hierfiir wurden sowohl =zellbasierte Untersuchungen, als auch
Importexperimente an isolierten Mitochondrien durchgefiihrt. Auch mit den isolierten
Proteinen konnte die Substratoxidation in vifro nachgestellt werden.

Es zeigte sich, dass die Besonderheiten der Substratoxidation durch Mia40 die Bildung von
sehr langlebigen gemischten Disulfiden und deren langsame Auflésung unter Freisetzung der

oxidierten Proteine sind, sowie die spezifische Reaktion mit Cysteinen des Substrats, die
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durch hydrophobe Signalsequenzen bestimmt werden. Dennoch ist der Reaktions-
mechanismus von Mia40 auf molekularer Ebene weitgehend unbekannt.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Katalysemechanismus der oxidativen Faltung des
natiirlichen Substrats Cox17 durch Mia40 besser zu verstehen. Zunéchst wurde die Interaktion
von Mia40 mit Cox17 iiber Forster-Resonanz-Energietransfer (FRET) untersucht und die
Affinitét und Substratspezifitdt von Mia40 analysiert. Es zeigte sich, dass eine hohe Dynamik
der Bindung eine intrinsische Eigenschaft von Mia40 ist.

Im Anschluss an den nicht kovalenten Komplex bildet sich das gemischte Disulfid zwischen
Mia40 und Cox17. Das Cystein aus dem Substrat, das kovalent an Mia40 gebunden ist,
bestimmt, welches Disulfid im Substrat gebildet wird. Dieser Schritt ist daher von besonderer
Bedeutung fiir die Katalyse und aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob Mia40
praferenziell mit bestimmten Cysteinen des Substrats reagiert und wie die lokale Umgebung
der Cysteine die Reaktivitdt beeinflusst. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass hydrophobe
Reste in der direkten Umgebung der Cysteine die Reaktivitdt erhohen.

Ein besonderer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Untersuchung der Eigenschaft von
Mia40 ungewohnlich langlebige Disulfide mit den Substraten auszubilden. In diesem Punkt
unterscheidet sich Mia40 deutlich von den Thioredoxin-artigen Oxidoreduktasen, wie PDI
und DsbA, fiir die keine kovalenten Enzym-Substrat-Komplexe isoliert werden konnen. Um
Hinweise darauf zu finden, weshalb die gemischten Disulfide langlebig sind und wie dies mit
der biologischen Funktion von Mia4(0) zusammenhingt, wurde das gemischte Disulfid
zwischen Mia40 und Cox17 isoliert und eingehend charakterisiert. Als molekulare Ursache
fiir die Langlebigkeit des kovalenten Komplexes wurde eine Stabilisierung durch hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen Mia40 und Cox17 gefunden.

SchlieBlich war es ein wichtiges Ziel dieser Arbeit herauszufinden, auf welche Weise die
beiden Disulfide durch Mia40 in Cox17 eingefiihrt werden und wie die oxidative und die
konformationelle Faltung des Substrats gekoppelt sind. Hierfiir wurden Cox17-Varianten mit
unterschiedlicher Anzahl und Anordnung von Disulfiden verwendet. Die Charakterisierung
der Oxidation dieser Varianten durch Mia40 fiihrte zur Aufstellung eines Modells fiir den
Mechanismus der Substratoxidation durch Mia40. In diesem Modell kommt es durch
Kombination aus der gerichteten Ausbildung des initialen gemischten Disulfids und der
kinetische Kontrolle der folgenden Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen zur Freisetzung einer
teiloxidierten Cox17-Spezies mit einer bestimmten, nativen Disulfidbriicke. In einer
nachfolgenden Reaktion mit Mia40 wird das zweite native Disulfid in dieses Intermediat
eingefithrt. Das  freigesetzte, nativ  gefaltete Cox17 wird schlieBlich dem

Katalysegleichgewicht entzogen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstimme und Plasmide

E. coli XL1 Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F°
proAB lacl®ZAM15 Tnl0 (Tet®)]

E. coli BL21 (DE3): E. coli B, F dem ompT hsdS(rg” mp’) gal M(DE3)

E. coli Origami B (DE3) F- ompT hsdSB(r- mp-) gal dem lacY'1 aphC (DE3)

gor522::Tnl0 trxB (Kan®, Tet®)

Der E. coli-Stamm XL1 Blue wurde zur Produktion von Plasmid-DNA, der E. coli-Stamm
Origami B zur Expression der Mia40-Varianten und der E. coli-Stamm BL21 (DE3) zur
Expression aller weiteren Proteine verwendet. Als Vektoren fiir die Klonierung und
Expression der Proteinvarianten wurde das Plasmid pET11a (Amp® NOVAGEN, Madison,

USA) verwendet, wobei die klonierten Gene unter Kontrolle eines T7-Promotors stehen.

2.1.2 Nahrmedien

dYT-Medium: 16 g/l Pepton aus Casein, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl
Néhrboden: dYT-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar-Agar

Die Ndhrmedien wurden durch Autoklavieren (120 °C, 20 min, 2 bar) sterilisiert. Antibiotika
wurden nach dem Autoklavieren als sterilfiltrierte Stammldsungen zugegeben
(Amp: 300 pg/ml, Km: 50 pg/ml, Tet: 10 ug/ml).

2.1.3 Enzyme, Proteine und DNA-Standards

Tag-DNA-Polymerase (6 U/ul) Stephanie Hoffmann-Thoms (Bayreuth,D)
Pfu-DNA-Polymerase (3 U/ul) Thermo Scientific (Erlangen, D)
T4-DNA-Ligase (1 Weiss U/ul)

T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul)

PageRuler™ Proteinstandard

Dpnl, BamHI1, Ndel, Kpnl, Bsal, Xhol (20 U/ul)

a-Lactalbumin, RNAse A Sigma Aldrich (Deisenhofen, D)
Sentrin-specific protease 2 (Senp 2) J. Koch, P. Schmidpeter (Bayreuth, D)
A-DNA/Eco 130 1: 421-19329 bp MBI FERMENTAS (Vilnius, LT)
bp-Leiter: 100-1500 bp Genaxxon (Ulm, D)
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2.1.4 Oligodesoxyribonukleotide

Die zur Klonierung und Mutagenese der Protein-Varianten verwendeten Oligodesoxyribo-
nukleotide wurden von den Firmen Invitrogen (Karlsruhe, D) und Microsynth (Balgach, Ch)

bezogen und sind in Tabelle S 1 aufgefiihrt.

2.1.5 Chemikalien

Isopropyl- 3 -D-thiogalactosid (IPTG), Harnstoff Gerbu (Gaiberg, D)
5-((((2-Iodoacetyl)amino)ethyl)amino)naphthalin- Invitrogen (Karlsruhe, D)
1-sulfonséure (1,5-IAEDANS)

Guanidiniumchlorid (ultra pure) MP (Biomedicals, Irvine, USA)
Adenosin-5’-Triphosphat, Ampicillin, Kanamycin, Roth (Karlsruhe, D)

Tetracyclin, Imidazol, Coomassie Brillinat Blue G-250
Acrylamid/N,N’-Methylenbisacrylamidlosung

(37,5:1 “Rotiphorese 30”), Dithiotreitol (DTT)
5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoesédure) (DTNB),
Desoxyribonukleotide, Ethylendinitrilotetraessigsdure
(EDTA), Ethidiumbromid, Glutathion ox. (GSSG),
Glutathion red. (GSH), Glycin,

N,N,N’,N -Tetramethylenethylendiamin

(TEMED), N-(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin
(Tricin), Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris),
Tris-(2-carboxyethyl)-phosphinhydrochlorid (TCEP),

Agarose, Ammoniumpersulfat (APS), Serva (Heidelberg, D)
Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Bromphenolblau, Silica (S-5631), 2"3"-cCMP, Sigma Aldrich (Deisenhofen, D)

Flavin-Adenosin-Dinukleotid (FAD)
Natriumiodacetat, Natriumiodacetamid
Proteaseinhibitor cOmplete ULTRA Tablets Roche Diagnostics (Mannheim, D)

Alle weiteren Chemikalien wurden im Reinheitsgrad p.A. von der Firma Griissing (Filsum,
D) bezogen. Das fiir Puffer und Losungen verwendete Wasser wurde mit einer Seralpur-
Reinstwasseranlage deionisiert (ddH,O, Leitfdhigkeit < 0,1 pS/cm). Puffer fiir
spektroskopische Messungen wurden durch 0,45 pm-Nylonfilter filtriert und vor Gebrauch

mindestens 30 min entgast.

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Ni-NTA-Superflow-Agarose-Sdule (5 ml) Qiagen (Hilden, D)
NAP-5 und -10 Sdulen (Sephadex G-25 DNA-grade), GE Healthcare (Freiburg, D)
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Gelfiltrationssdule HiL.oad Superdex 75
(26/600 prep grade),

Konzentratoren Amicon Ultra-15 (3 kDa Ausschluss),

Millipore Filter Typ VS 0,025 pm
Spectropor Dialyseschldauche (> 3,5 kDa)
Rotilabor Spritzenfilter (0,45; 0,2 pm)
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit,
peqGOLD Cycle-Pure Kit

2.1.7 Gerite

DX.17MV sequential
stopped-flow-Fluoreszenzspektrophotometer
Kiihlzentrifuge Sorvall RC-5Bplus

Rotoren GS-3 und SS-34

Zentrifuge 5415 R, Mastercycler Gradient,
Thermomixer 5436

FPLC-Anlage, AKTA-FPLC (academic edition),
Vertikalelektrophoresekammer 2050 MIDGET
und Netzgerit 2301 Macro
Prizisionskiivetten aus Quarzglas Suprasil
Laborfuge 400 R

Zentrifuge Z 216 MK

Refraktometer

Microfluidizer M-110L

Thermocycler PTC 100

Environmental incubator shaker G24,

Innova 3000, incubator shaker C24

Easyject Prima Elektroporationsapparatur
E-Box VX Geldokumentationssystem
Laborwaage L610D, Analysenwaage R200D
Wasseraufbereitung: Seralpur pro 90 CN
UV/VIS-Dioden-Array Spectrometer 8452A
Spektropolarimeter Jasco J-600 und J-710
Peltierelement PTC-348WI
Jasco-Fluoreszenzspektrophotometer FP-6500
UV/Vis-Spektrophotometer: Cary 100 Bio
Mikroprozessor pH-Meter: WTW pH 537

GE Healthcare (Freiburg, D)

Millipore (Carrigtwohill, Ireland)

Spectrum (Los Angeles, USA)
Sarstedt (Niirnbrecht, D)
Peqlab (Erlangen, D)

Applied Photophysics, (Leatherhead, GB)

Du Pont (Bad Homburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

GE Healthcare (Freiburg, D)

Hellma (Miihlheim, D)

Heraeus (Hanau, D)

Hermle (Wehingen, D)

Kriiss (Hamburg, D)
Microfluidics (Newton, USA)
MJ Research (Watertown, USA)
New Brunswick Scientific
(Edison, USA)

Peqlab (Erlangen, D)

Sartorius (Gottingen, D)

Seral (Ransbach, D)
Hewlett-Packard (Waldbronn, D)
Jasco (GroB3-Umstadt, D)

Varian (Darmstadt, D)
WTW (Weilheim, D)
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2.1.8 Computerprogramme

BioEdit Hall, T. (Ibis Therapeutics, USA)

Grafit3.0/5.0 Erithacus (Middlesex, UK)

PyMol DeLanoScientific (San Francisco, USA)

Scientist 2.01 Micromath (St. Louis, USA)

DynaFit 3 Kuzmic P. (BioKin, Watertown, USA), (Kuzmic, 2009)
Image] Rasband W. (NIH) (Abramoff M.D., 2004)

Origin 5.0 MicroCal Software INC (Northampton, MA, USA)

2.2 Methoden
2.2.1 Gelelektrophoretische Methoden

2.2.1.1 Agarose Gelelektrophorese

TAE-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH* © 8,0, 10 mM Eisessig, 0,5 mM EDTA

Probenpuffer: 4 M Harnstoff, 10 mM EDTA, 50 % (v/v) Glycerin, 0,1 % (w/v)
Bromphenolblau

Laufpufter TAE-Puffer

Férbelosung: TAE-Puffer, ca. 2 pg/ml Ethidiumbromid

Entfarbeldsung: TAE-Puffer

DNA-Fragmente (< 1 kb) wurden in Gelen mit 1,6 % (w/v) Agarose, groBBere DNA-
Fragmente in Gelen mit 0,6 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer aufgetrennt. Die Proben wurden
mit 1/6 Probenvolumen Probenpuffer gemischt. Die Trennung der DNA-Fragmente erfolgte
fiir 16 min in einer horizontalen Elektrophoresekammer in TAE-Puffer bei 125 V (Feldstérke:
6 V/cm Elektrodenabstand). Das Gel wurde 10 min in Ethidiumbromid-Farbelosung gefarbt,
kurz in Entfarbeldsung entfarbt und die Fluoreszenz von Ethidiumbromid (A = 302 nm)
detektiert.

2.2.1.2 Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Trenngel: 12,5 % (w/v) Acrylamid (Stammldsung mit 37,5:1 Acrylamid/
N,N’Methylenbisacrylamid), 1 M Tris/HCI, pH®" 8,45, 0,1 % (w/v)
SDS

Sammelgel 4,4 % (w/v) Acrylamid (s.0.), 0,75 M Tris/HCI, pH"" 8,45,

0,07% (w/v) SDS

Probenpuffer (4x): 200 mM Tris/HCL, pH®" 8,0, 40 mM EDTA, 48 % (v/v) Glycerin,
1,5 % (w/v) SDS, Spuren von Bromphenolblau

Anoden-Puffer: 200 mM Tris/HCI, pHRT 8,9
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Kathoden-Puffer: 100 mM Tris/HCI, pH*" 8,2, 100 mM Tricin, 0,1 % (w/v) SDS
Farbelosung: 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsédure, 0,05 % (w/v)
Coomassie-Brilliant Blue G

Entfarbeldsung: 10 % (v/v) Essigséure

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Schigger & von Jagow ist durch die
Verwendung von Tricin als Folgeion eine gute Methode um kleine Proteine, im Bereich
zwischen 5 und 20 kDa, zu trennen (Schéigger & von Jagow, 1987). Die Proben wurden mit %4
Volumen Probenpuffer, der bei SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen zusitzlich
150 mM DTT enthielt, versetzt. Die Elektrophorese wurde in einer MIDGET-
Vertikalelektrophoreseapparatur bei 7 °C durchgefiihrt. Fiir das Sammelgel wurde eine
Stromstidrke von 25 mA angelegt, zum Auftrennen der Proteine im Trenngel wurde die
Stromstdrke auf 45 mA erhoht. Zum Anfirben der Proteinbanden wurde das Gel kurz in
Féarbelosung aufgekocht und 20 min inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel in Entfarbelosung

erhitzt und mehrere Stunden lang entférbt.

2.2.1.3 Nicht denaturierende Gelelektrophorese (Native PAGE)

Sammelgel 3 % (w/v) Acrylamid (Stammlésung mit 37,5:1 Acrylamid/N,N’ -
Methylenbisacrylamid), 0,5 M Tris/HCI, pH®" 6,8

Trenngel: 20 % (w/v) Acrylamid (s.0.), 0,5 M Tris/HCI, pH*" 8,9

Probenpuffer (4x): 0,2 M Tris/HCL, pH®" 6,8, 48 % (w/v) Glycerin, Spuren von
Bromphenolblau

Anoden-Puffer: 0,2 M Tris/HCl, pH*" 8,9

Kathoden-Puffer: 0,05 M Tris/HCI, pH®" 8,9, 0,38 M Glycin

Férbelosung: 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsdure, 0,05 % (w/v)
Coomassie-Brilliant Blue G

Entfarbeldsung: 10 % (v/v) Essigsiure

Bei der nativen PAGE werden Proteine im Gegensatz zur SDS-PAGE sowohl nach Grofe, als
auch nach Ladung getrennt (Ornstein, 1964). Vor dem Auftragen wurden die Proben mit Y4
Volumen Probenpuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte in einer Midget 2050-
Vertikalelektrophoresekammer bei 7 °C, wobei die Stromstdrke wéhrend der Elektrophorese
25 mA betrug. Zum Anfirben der Proteinbanden wurde das Gel kurz in Férbelosung
aufgekocht und 20 min inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel in Entfarbelosung erhitzt und
mehrere Stunden lang entférbt.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Klonierung von Genen in den Expressionsvektor

Pfu-Puffer (10x): 200 mM Tris/HCI1 pH*" 8,8, 100 mM (NH4),SO,,
20 mM MgSO0Oy, 100 mM KCl, 1 mg/ml BSA, 1 % (w/v)
Triton X-100

Fast-Digest-Puffer (10x) (Fermentas)

T4-DNA-Ligase Puffer (10x): 400 mM Tris/HCI pH 7,8, 100 mM MgCl,,
100 mM DTT, 5 mM ATP

Der Expressionsvektor pET11a wurde aus 4 ml einer E. coli XL1 Blue Kultur mit Hilfe eines
peqGOLD Plasmid Miniprep Kits isoliert. Das gewiinschte Gen wurde mittels PCR aus
genomischer Hefe-DNA, das SUMO-Gen aus einem entsprechenden Plasmid amplifiziert. Fiir
diese PCR wurde die Pfu-Polymerase verwendet, da diese Polymerase im Gegensatz zur
fehleranfilligeren Tag-Polymerase eine 3’-Exonuklease-Aktivitét besitzt. Die PCR erfolgte in
50 pl-Ansétzen mit 38 pl ddH,O, 5 pl Pfu-Puffer (10x), 2 uM 10 mM dNTPs, je 2 pl 10 uM
forward und reverse Primer, 1 nl Matrize und 1 pl Pfu-DNA-Polymerase (3 U). Nach dem
Erhitzen der Ansétze im Thermocycler auf 95 °C (2 min), wurde das gewiinschte Fragment
innerhalb von 30 Zyklen amplifiziert. Jeder Zyklus bestand aus dem Aufschmelzen der
Strange (95 °C, 30 s), der Primer-Anlagerung (50 °C, 30 s) und der DNA-Synthese (72 °C,
Dauer abhidngig von Fragmentlinge). Unvollstindige Amplifikate wurden in einem
abschlielenden Schritt (72 °C, 10 min) vervollstindigt. Die PCR-Produkte wurden {iber eine
Agarose-Gelelektrophorese (2.2.1.1) tiberpriift und mit Hilfe des pegGOLD Cycle-Pure Kit
gereinigt.

Die Genfragmente und der Vektor wurden mit den gewiinschten Restriktionsenzymen
geschnitten. Hierzu wurden 26 pl ungeschnittene DNA mit 3 pl 10x Fast-Digest-Puffer und
jeweils 1,5 pl der Restriktionsenzyme 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die
geschnittenen DNA-Fragmente mit dem peqGOLD Cycle-Pure Kit gereinigt.

Fiir die abschlielende Ligation der Gene und des Vektors wurden 3 pl geschnittener Vektor,
je 10 pl geschnittenes Fragment, 3 pl 10x T4-DNA-Ligase-Puffer, 1 ul 10 mM ATP und 1 pl
T4-DNA-Ligase (1 Weiss U) 1 h bei 22 °C inkubiert. E. coli XL1 Blue Zellen wurden mit den
erhaltenen Plasmiden transformiert (2.2.2.3) und der Erfolg der Klonierung durch Kolonie-
PCR tiberpriift (2.2.2.4).
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2.2.2.2 Einfiihrung von Mutationen durch blunt-end Mutagenese

T4-PNK-Puffer (10x): 70 mM Tris/HCI pH 7,6, 10 mM MgCl,, 50 mM DTT
T4-DNA-Ligase-Puffer (10x): 400 mM Tris/HCI pH 7,8, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT,
5 mM ATP

Mit Hilfe der blunt-end Mutagenese ist es moglich, Mutationen oder ein zusétzliches DNA-
Fragment in zyklische DNA-Molekiile einzufiihren. Infolge der gegenldufigen Primer wird
das gesamte Plasmid als lineares Fragment vervielfiltigt. Die PCR erfolgte unter den in
2.2.2.1 angegebenen Bedingungen mit 3 U Pfu-Polymerase, wobei eine Polymerisationszeit
vpn 2 min pro kb DNA-Linge gewéhlt wurde.

Um das lineare Fragment zu zyklisieren, wurden die 5’-Enden phosphoryliert. Dafiir wurde zu
24 ul linearer DNA 3 pl 10 mM ATP, 3 ul T4-PNK-Puffer (10x) und 1 pl T4-PNK (10 U/ul)
gegeben und der Ansatz 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 3 pl T4-DNA-Ligase-
Puffer (10x) und 1 pl T4-DNA-Ligase (1 U/ul) zugegeben und weitere 2 h bei 22 °C
inkubiert. Die Ligase wurde bei 70 °C 15 min lang inaktiviert. Da die Template-DNA, im
Gegensatz zu in vitro synthetisierter mutierter DNA, methyliert vorliegt, kann sie spezifisch
durch Inkubation mit der Restriktionsendonuklease Dpnl geschnitten werden. Dpnl besitzt
eine Erkennungssequenz aus vier Basen, welche ein methyliertes Adenin enthélt, und ist
daher fiir methylierte und hemimethylierte DNA spezifisch. Um die Matrize zu schneiden
wurde 1 pl Dpnl zugegeben und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. E. coli XL1 Blue Zellen
wurden mit den erhaltenen Plasmiden transformiert (2.2.2.3).

2.2.2.3 Herstellung und Transformation von E. coli-Zellen

Fiir die Priparation der Zellen wurden 500 ml dYT-Medium mit 2 ml einer UNK der
entsprechenden E. coli-Zellen angeimpft und im Schiittler bei 30 °C inkubiert, bis eine ODggg
von ca. 0,6 erreicht war. Die Zellen wurden 15 min auf Eis abgekiihlt und anschlieend
pelletiert (6 000 rpm, 10 min, 4 °C, GS-3). Das Zellpellet wurde auf Eis mit 500 ml ddH,O
gewaschen und erneut pelletiert (s.0.). Der Waschschritt wurde mit 250 ml 10 % (v/v)
Glycerin wiederholt. Danach wurde das Pellet in 10 ml 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen
und die Zellen nochmals zentrifugiert (6 000 rpm, 10 min, 4 °C, SS34). Abschlieend wurden
die Zellen in 1,5 ml 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert, auf 40 ul-Aliquots verteilt und bei
-80 °C gelagert. Wahrend der gesamten Priparation war darauf zu achten, dass die Zellen
standig auf Eis gelagert wurden und die verwendeten Losungen ausreichend gekiihlt waren.

Fiir die Transformation wurde die DNA in einer 10-miniitigen Mikrodialyse gegen ddH,O
entsalzt. Ein Aliquot der jeweiligen E. coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut, die DNA
zugegeben und in eine gekiihlte Elektroporationskiivette gegeben. Die Elektroporation
erfolgte durch einen Spannungspuls von 2500 V. Die transformierten Zellen wurden sofort in
dYT-Medium aufgenommen und die Zellsuspension auf einer dYT-Agar-Platte mit dem
entsprechenden Antibiotikum (Amp: 300 pg/ml, Km: 50 pg/ml, Tet: 10 pg/ml) ausplattiert.
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Infolgedessen konnten nur transformierte Zellen, mit der durch den jeweiligen pET-Vektor
erworbenen Antibiotikum-Resistenz, wachsen. Die Platte wurde iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

2.2.2.4 Kolonie-PCR

Tag-Puffer (10x): 20 mM Tris/HCI pH* *© 9,0, 50 mM KCI, 0,1 % (w/v) TritonX-100

Bei der Kolonie-PCR wird DNA aus Bakterienkolonien als Matrize verwendet. Hierdurch
wird lberpriift, ob die Klone die gewiinschte DNA-Sequenz enthalten. Da die PCR nur zur
Analyse eingesetzt wird, ist eine 3’-Exonukleaseaktivitdt nicht notwendig und es kann die
robustere 7Tag-DNA-Polymerase verwendet werden.

Als Primer fiur die klonierten DNA-Fragmente wurde das flankierende Oligodesoxyribo-
nukleotid T7-Promotor und ein entsprechender gegenldufiger genspezifischer Primer
verwendet. Fiir 16 PCR-Ansédtze wurde eine 200 ul PCR-Stammlosung aus 20 pl Tag-Puffer
(10x), 20 pl 25 mM MgCl,, je 8 ul 10 uM Primern, 8§ pl 10 mM dNTPs, 4 ul Tag-DNA-
Polymerase (6 U/ul) und 132 pl ddH,O hergestellt. Jeder Ansatz (10 pl) wurde mit einer
einzelnen Kolonie inokuliert. Mit dem restlichen Zellmaterial wurde zum Anlegen einer
Ubernachtkultur (UNK) 50 ul dYT-Medium angeimpft. Die Dauer der Polymerisation war
von der Liange des zu amplifizierenden Fragments abhéngig. Der Erfolg der Kolonie-PCR

wurde iiber Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift (2.2.1.1).

2.2.3 Fermentation und Reinigung der Protein-Varianten

Fir alle durchgefiihrten Experimente wurde eine verkiirzte Variante von Mia40 aus
S. cerevisiae (Reste 284-403) verwendet, die vereinfacht im Weiteren als Mia40 bezeichnet
wird. In Cox17, ebenfalls aus S. cerevisiae, wurden die Cu’ bindenden Cysteine an den
Positionen 16, 23 und 24 gegen Serine ausgetauscht. Diese Variante wird im Folgenden als

Cox17* bezeichnet.

2.2.3.1 Test auf Uberexpression eines Proteins

Um die Uberexpression der Protein-Varianten zu iiberpriifen, wurden 5 ml dYT-Medium mit
dem entsprechenden Antibiotikum (300 pg/ml Amp, 50 pg/ml Km, 10 pg/ml Tet) und E. coli
BL21(DE3)-, oder Origami B-Zellen, die mit dem entsprechenden Expressionsvektor
transformiert waren, angeimpft und bei 37 °C bis zu einer ODgy von 0,6 - 0,8 inkubiert. Als
nicht induzierte Referenz wurde ein Volumen entsprechend einer ODgop von eins entnommen
und die Zellen pelletiert. Um die Uberexpression der Protein-Varianten zu induzieren, wurde
der Rest der Kultur mit 1 mM IPTG versetzt. Nach vierstiindiger Inkubation wurde erneut ein
Volumen mit einer ODggp von eins entnommen und abzentrifugiert. Die Proben wurden in
10 pl 4x Probenpuffer und 30 pl ddH,O geldst. Mit Hilfe einer SDS-PAGE (2.2.1.2) wurde
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durch Vergleich der Bandenintensitit der nicht induzierten Referenz und der induzierten

Probe die Uberexpression iiberpriift.

2.2.3.2 Fermentation der Proteinvarianten

Lyse-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 20 mM DTT

Das autoklavierte Kulturmedium (dYT) wurde mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt
(Amp: 300 pg/ml, Km: 50 pg/ml, Tet: 10 pg/ml) und je 500 ml Kulturmedium mit 4 ml der
entsprechenden E. coli-UNK angeimpft. Die Zellen wurden bei 37 °C bis zu einer ODgyp von
0,6 inkubiert. Zur Expression des Proteins wurde in den Zellen durch Zugabe von 1 mM
IPTG die Induktion der T7-RNA-Polymerase ausgeldst. Auf diese Weise konnte zum einen
die Expression der Proteine vor Induktion weitgehend unterdriickt und zum anderen ein sehr
hohes Expressionsniveau erreicht werden (Studier et al., 1990). Zur Produktion von Mia40
wurde weitere 60 min bei 30 °C, fir alle weiteren Proteine weitere 4 h bei 37 °C fermentiert.
AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert (5 000 rpm, 10 min, 4 °C, GS-3), das Pellet
in 10 ml Lyse-Puffer pro Liter eingesetztem Kulturmedium aufgenommen und bis zum
Aufschluss bei -80 °C gelagert.

2.2.3.3 Allgemeine Reinigungsschritte

Alle Proteine wurden cytoplasmatisch exprimiert. Mia40, Cox17 und Ervl waren N-terminal
mit dem SUMO-Protein Smt3 aus S. cerevisiae, DsbA und PDI mit einem Hexahsitidin-tag
verkniipft. Das SUMO-Protein besitzt einen N-terminalen Hisg-tag, worliber die Proteine
durch Ni-NTA-Affinitdtschromatographie aus dem Uberstand nach dem Zellaufschluss
gereinigt werden konnen. Durch Abspaltung des SUMO-Hisg-tags und anschlieende

Gelfiltrationschromatographie konnen die Proteine in nativer Form erhalten werden.

2.2.3.3.1 Zellaufschluss

Vor dem Zellaufschluss wurde die aufgetaute Zellsuspension geriihrt. Im Fall von Mia40 und
Ervl wurde zusitzlich eine Proteaseinhibitor-Tablette zugegeben. Die Zellsuspension wurde
mit einem Microfluidizer M-110L aufgeschlossen. Zellfragmente wurden durch
Zentrifugation pelletiert (16 000 rpm, 20 min, 4 °C, SS-34) und der Uberstand filtriert
(Rotilabor Spritzenfilter, 0,45 um).

2.2.3.3.2 Ni-NTA-Affinititschromatographie

Puffer A: 50 mM Kaliumphosphat, 100 mM NacCl, pHRT 7,8, 10 mM Imidazol
Puffer B: 50 mM Kaliumphosphat, 100 mM NacCl, pHRT 7,8, 500 mM Imidazol

Die Proteinlosung wurde mit 20 mM MgCl, versetzt, um freies EDTA zu binden. Die

jeweiligen Proteine wurden mit einer Flussgeschwindigkeit von 4 ml/min auf eine Ni-NTA-
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Sdule (5 ml Séulenvolumen), die zuvor mit Puffer A dquilibriert worden war, aufgetragen.
Schwach bindende Proteine wurden durch Waschen mit 100 ml Puffer A entfernt. Die Elution
erfolgte durch eine Erhohung der Imidazolkonzentration auf 250 mM. Die ersten 5 ml, das
Totvolumen der Sdule, wurden verworfen und anschliefend 20 ml des Eluats mit dem
gewiinschten Protein gesammelt. Nach der Elution wurde die Sdule mit 15 ml Puffer B und
abschlieBend mit ddH,O gespiilt. Anhand der Absorption bei 280 nm wurde die

Konzentration des Fusionsproteins bestimmt.

2.2.3.3.3 Proteolyse des SUMO-Proteins und erneute Affinitiitschromatographie

Das Fusionsprotein wurde in einem Dialyseschlauch (3,5 kDa Ausschluss) zusammen mit
einer geeigneten Menge der SUMO-Protease Senp2 (1 mg Protease spaltet 150 mg Substrat)
bei 4 °C gegen 2 | Puffer A ohne Imidazol {iber Nacht dialysiert. Wahrend der Dialyse wurde
das Imidazol entfernt und das gewiinschte Protein durch die Protease von dem SUMO-Protein
abgespalten. Senp2 besitzt wie das SUMO-Protein einen Hisg-fag und kann somit iiber eine
erneute Ni-NTA-Affinitdtschromatographie von dem gewiinschten Protein abgetrennt werden.
Die Affinitdtschromatographie erfolgte wie unter 2.2.3.3.2 beschrieben. Allerdings wurde bei
diesem Reinigungsschritt der Durchbruch gesammelt, der das gewiinschte tag-freie Protein
beinhaltete. AnschlieBend wurden mit 5 Sdulenvolumina Puffer B Senp2 und das SUMO-

Protein von der Saule eluiert.

2.2.3.3.4 Gelfiltrationschromatographie

GC-Puffer: 100 mM Kaliumphosphat pH 7,4

Das Eluat der Affinitdtschromatographie wurde konzentriert und mittels einer HighLoad
Superdex 75 prep-grade (26/600 prep grade) Gelfiltrationschromatographiesdule weiter
gereinigt. Die Sdule wurde zunédchst in GC-Puffer dquilibriert, 5 ml Proteinlosung aufgetragen
und schlieBlich das Protein bei einer Flussrate von 2,5 ml/min mit GC-Puffer eluiert. Das
Eluat wurde tiber einen geeigneten Zeitraum in 2,5 ml Fraktionen gesammelt. Die Detektion
des Proteins erfolgte durch Messung der Absorption bei 280 nm. Die vereinigten Fraktionen
aus der Gelfiltrationschromatographie wurden mit Hilfe von Konzentratoren (Amicon Ultra)

mit einem Ausschlussgewicht von 3 kDa konzentriert.

2.2.3.4 Spezielle Reinigungsschritte

2.2.3.4.1 Oxidation von SUMO-Mia40

Oxidationspufter: 100 mM Tris/HCI, pH5 < 8,0

Obwohl die Mia40-Varianten in Origami B-Zellen mit oxidierendem Cytosol exprimiert

wurden, lag ein grofler Teil der katalytischen Disulfide reduziert vor, was in den folgenden
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Reinigungsschritten zur Ausbildung von kovalenten Dimeren fiihrte. Um vollstindig
oxidiertes Protein zu erhalten, wurde Mia40 mit der Sulfhydryloxidase Ervl inkubiert. Hierzu
wurden ca. 30 ml des Uberstandes nach dem Zellaufschluss langsam in 150 ml
Oxidationspuffer, der 50 nM Ervl enthielt, getropft und unter Kiihlung ca. 5 h lang gertihrt.
Anschliefend wurde wie ab 2.2.3.3.2 beschrieben die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie und

alle weiteren Reinigungsschritte durchgefiihrt.

2.2.3.4.2 Rekonstitution des Komplexes von Ervl und FAD

Ervl bildet einen stochiometrischen Komplex mit dem Kofaktor FAD. Wéhrend der
heterologen Expression von Ervl in E. coli konnte keine vollstindige Sattigung mit FAD
erreicht werden. Daher wurde das Protein wie ab 2.2.3.3.1 beschrieben gereinigt und das
Eluat der zweiten Ni-NTA-Chromatographie mit einen fiinffachen Uberschuss an FAD iiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde iiberschiissiges FAD durch eine
Gelfiltrationschromatographie entfernt.

2.2.3.4.3 Oxidative Riickfaltung von Cox17*

Reduktionspuffer 0,1 M Tris/HCI, 6M GdmCl, I mM EDTA, pH*" 8,0, 5mM GSH
Riickfaltungpuffer 0,1 M Tris/HC1, 1 mM EDTA, pH"" 8,5, 2 mM GSSG

Wihrend der Reinigung von Cox17* bilden sich falsch verbriickte Spezies aus. Um diese
nicht nativen Disulfide zu reduzieren wurde das Cox17*-SUMO-Fusionsprotein nach der
ersten Ni-NTA-Affinitdtschromatographie auf 1 ml konzentriert und in 14 ml
Reduktionspuffer mindestens 2 h lang reduziert. Danach wurde der Ansatz in 135 ml
Riickfaltungpuffer unter Rithren mit einer Flussrate von 0,5 ml/min verdiinnt. Das Protein
wurde liber Nacht bei Raumtemperatur oxidiert. Der Oxidationsansatz wurde {iber eine
weitere Ni-NTA-Sdule konzentriert und die Abspaltung des SUMO-tags und alle weiteren
Reinigungsschritte wie ab 2.2.3.3.3 beschrieben durchgefiihrt.

2.2.3.4.4 Reinigung von DsbA und PDI

DsbA aus E. coli und PDI aus S. cerevisiae wurden mit einem N-terminalen Hisg-Tag
exprimiert. Zur Reinigung dieser Proteine wurde eine Ni-NTA-Affinitdtschromatographie mit
anschlieBender Gelfiltrationschromatographie, wie unter 2.2.3.3.2 und 2.2.3.3.4 beschrieben
durchgefiihrt.
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2.2.4 Modifikation von Proteinen

2.2.4.1 Markierung von Mia40 und Cox17* mit IAEDANS

Markierungspuffer: 100 mM Kaliumphosphat pH 7,4, | mM EDTA

Eine katalytisch inaktive Form von Mia40 mit den Mutationen C296S und W294F, sowie
Cox17*-Varianten, die nur je eines der vier Cysteine enthielten, wurden mit dem
Fluoreszenzfarbstoff IAEDANS (5-(((2-Iodacetyl)amino)ethyl)amino)-naphthalin-1-
sulfonsdure) markiert. Die kovalente Verkniipfung des Farbstoffs mit dem Protein erfolgt {iber
eine Sn2-Reaktion, wobei lodid aus dem lodacetamidderivat als Abgangsgruppe dient und
nukleophil durch das Thiolat des Cysteins ersetzt wird.

Fiir die Markierung wurde das zu markierende Protein in Markierungspuffer verdiinnt, 2 mM
TCEP zugegeben und 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde zu Mia40 ein 1,5-facher und
zu Cox17* ein 5-facher molarer Uberschuss an IAEDANS zugegeben und bei 15 °C 60 min
bzw. 45 min lang im Dunkeln inkubiert. Uberschiissiger Fluoreszenzfarbstoff wurde durch
zweimaliges Passieren einer NAP™ 5- bzw. NAP™ 10-Siule entfernt. Die Konzentration des
markierten Proteins und die Markierungseffizienz wurden an Hand der Absorptionen bei 280

und 336 nm bestimmt.

2.2.4.2 Herstellung reduzierter Proteine

Reduktionspufferl: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 5 mM DTT
Reduktionspuffer2: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 3 M GdmCl, 50 mM DTT
Elutionspuffer: 100 mM Kaliumphosphat pH 7,4, | mM EDTA

Neben dem katalytischen Disulfid besitzt Mia40 noch zwei weitere, strukturelle Disulfide.
Diese sind sehr viel stabiler, als das katalytische Disulfid, so dass letzteres unter milden
Bedingungen selektiv reduziert werden kann. Mia40 wurde in Reduktionspuffer]l 2 min lang
bei Raumtemperatur inkubiert. Cox17* und RNase A wurden 90 min lang in
Reduktionspuffer2 bei 25 °C inkubiert. Das Reduktions bzw. Denaturierungsmittel wurde
durch zweimaliges Passieren einer NAP™ 5- bzw. NAP™ 10-Siule entfernt, wobei die
Losungen gut gekiihlt wurden und die Elution durch stickstoffgesittigten Elutionspuffer
erfolgte. Der Erfolg der Reduktion wurde durch nicht denaturierende PAGE (2.2.1.3)
iberpriift. Reduziertes Mia40, Cox17* und RNase A wurden aliquotiert und bei -80 °C
gelagert.
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2.2.4.3 Herstellung von RCM-a-Lactalbumin

Reduktionspuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 3 M GdmCl, 20 mM TCEP
Elutionspufter: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 1 mM EDTA

a-Lactalbumin wurde in Reduktionspuffer 90 min lang bei 25 °C reduziert. AnschlieBend
wurde 10 mM lodacetat, gelost in Reduktionspuffer, zugegeben und fiir 15 min im Dunkeln
inkubiert. Abtrennung von lodacetat, GAmCI] und TCEP, sowie die Lagerung erfolgte wie
unter 2.2.4.2 beschrieben.

2.2.4.4 Herstellung von fehlverbriicktem Cox17*

Oxidationspuffer: 100 mM Kaliumphosphat, 3 M GdmC]l, 1 mM EDTA, pH 7,4,
5 mM GSSG
Elutionspufter: 100 mM Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4

Reduziertes Cox17* (2.2.4.2) wurde in Oxidationspuffer {iber Nacht bei Raumtemperatur im
denaturierten Zustand oxidiert. Oxidations- und Denaturierungsmittel wurden durch Passieren

von zwei NAP™ 5- bzw. NAP™ 10-Siulen mit Elutionspuffer abgetrennt.

2.2.4.5 Reinigung des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und Cox17% ¢y,

GC-Puffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7.4

Es wurden dquimolare Mengen Mia40 und Cox17*;cys-Varianten in GC-Puffer inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 50 mM lodacetat gestoppt und das gemischte Disulfid
durch Gelfiltrationschromatographie von den monomeren Spezies getrennt. Die Fraktionen

mit gemischtem Disulfid wurden konzentriert, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.2.5 Spektroskopische Charakterisierung

2.2.5.1 Probenvorbereitung und Konzentrationsbestimmung

Das Protein wurde durch Gelfiltrationschromatographie iiber eine NAP™ 10-Séule in den
Messpuffer liberfiihrt und eventuell vorhandenes Aggregat durch Zentrifugation (13 000 rpm,
4 °C, ca. 30 min) abgetrennt. Absorptionsspektren wurden von 240 nm bis 350 nm bzw. im
Fall von Ervl von 240 nm bis 500 nm an einem Cary 100 Bio UV-VIS-Spektrophotometer
aufgenommen. Die Absorptionsspektren wurden mit einer Aufnahmegeschwindigkeit von
100 nm/min bei einer Bandbreite von 2 nm und einer Auflésung von 0,5 nm in Quarzkiivetten
mit 1 cm Schichtdicke gemessen. Die Konzentration der Proteinlosung wurde durch
Absorptionsmessung bei 280 nm nach dem Lambert-Beerschen Gesetz bestimmt. Fiir
AEDANS-markierte Proteine konnte der Grad der Markierung aus den relativen
Konzentrationen an AEDANS (berechnet aus der Absorption bei 336 nm) und an Protein

25



Material und Methoden

(berechnet aus der Absorption bei 280 nm) bestimmt werden. Hierbei wurde die Absorption
des Farbstoffs bei 280 nm beriicksichtigt. Ebenso konnte die FAD-Séttigung von Ervl durch
die Absorption des Kofaktors bei 460 nm berechnet werden. Folgende
Extinktionskoeffizienten wurden fiir die verschiedenen Protein-Varianten mit Hilfe des

Programmes ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.html) bestimmt.

Mia40 €50 =11835M" cm™
Mia40 mit reduziertem/fehlendem
katalytischen Disulfid €50= 11710 M cm
Mia40c296sw204F €57= 6210 M cm™
Cox17* g0= 3230 M cm’
Cox17*F50W 0= 8730 M cm’
Cox17* reduziert £50= 2980 M cm!
Cox17* mit einem Disulfid &50= 3105M'cm?!
Ervl €50 = 42315 M em!
FAD (gebunden) €250 = 18342 M cm™
€460 = 11900 M cm™!
a-Lactalbumin €250 = 27880 M cm!
DsbA €230 = 23045 M cm™
AEDANS g336= 5700 M cm™
gg0= 880M"'cm’”
PDI €280 — 49655 N[_1 CIIl—1
RNase A g3= 9800 M cm™

2.2.5.2 Circulardichroismusspektren

Messpuffer: 10 mM Kaliumphosphat, pH 7,4

CD-Spektren wurden an einem Jasco J-600 bzw. J-710 Spektropolarimeter mit temperierbaren
Kiivetten aufgenommen. Die Schrittweite widhrend der Messung betrug 0,2 nm, die
Messgeschwindigkeit 50 nm min™', die Bandbreite 1 nm und die Dampfung 2 s. Die Spektren
wurden zehnmal gemessen und gemittelt.

Fern-UV-CD-Spektren wurden von 180 bis 260 nm gemessen. Die Proteinkonzentration
betrug 4 uM, die Schichtdicke 0,1 cm. Nach Korrektur um das Pufferspektrum wurden die

Spektren auf die molare Elliptizitit [@]yrw pro Aminosdure normiert (Gleichung 1).

C)

O = O
M e d N 010 Gleichung 1

[@]mrw: molare Elliptizitit pro Aminoséure in Grad cm® dmol ™, ©: gemessene Elliptizitit in mGrad, c:
Proteinkozentration in M, d: Schichtdicke in cm, Nag: Anzahl der Aminosdurereste des Proteins
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2.2.5.3 Fluoreszenzspektren

Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 1 mM EDTA

Fluoreszenzmessungen wurden mit einem Jasco FP-6500 Fluoreszenzspektrometer in 1 cm
Fluoreszenzriihrkiivetten bei 15 °C durchgefiihrt. Die Anregung erfolgte bei Wellenlédngen
von 280, 295 oder 336 nm mit einer Bandbreite von 3 nm. Die Emission wurde mit einer
Bandbreite von 5 nm und einer Messgeschwindigkeit von 120 nm min™ (Dampfung 0,5 s)

gemessen. Die Spektren wurden jeweils um die Pufferfluoreszenz korrigiert.

2.2.5.4 Absorptionsspektren

Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 1 mM EDTA

Absorptionsspektren von 50 uM DTNB wurden in Messpuffer mit und ohne 10 mM TCEP an
einem Hewlett-Packard UV/VIS-Dioden-Array Spectrometer 8452A in Quarzkiivetten mit

1 cm Schichtdicke gemessen.

2.2.6 Thermisch-induzierte Entfaltungsiiberginge

Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4,

Die thermische Denaturierung von Mia40 und Cox17 und den gemischten Diuslfiden aus
Mia40 und Cox17 wurde anhand des CD-Signals bei 222 nm an einem Jasco J-600 bzw. J-
710 Spektropolarimeter mit PTC-348 WI Peltier-Element verfolgt. Die Messung erfolgte mit
einer Proteinkonzentration von 1 puM bzw. 4 pM, in einer Quarzkiivette mit einer
Schichtdicke von 1 cm. Die Heizrate betrug 60 K pro Stunde, wobei alle 0,2 K ein Messwert
aufgenommen wurde, die Ddmpfung betrug 8 s, die Bandbreite 1,0 nm.

Fir die thermische Denaturierung sehr stabiler Proteine konnten keine vollstindigen
Entfaltungsiibergdnge aufgenommen werden. Da die Grundlinie des denaturierten Proteins
schlecht definiert war, war eine quantitative Auswertung nach einem Zweizustandsmodell
nicht moglich. Um den Ubergangsmittelpunkt ablesen zu konnen, wurde mit dem Programm
Origin 5.0 die Ableitung der Datenpunkte nach der Temperatur bestimmt, was der Steigung
der Kurve in jedem Punkt entspricht. Hierzu wurde jeweils nur jeder 5. gemessene
Datenpunkt verwendet und die Steigung jeweils liber 7 Punkte gemittelt. Das Maximum der
resultierenden Kurve entspricht dem Wendepunkt der Denaturierungskurve und damit dem
Ubergangsmittelpunkt. Der Fehler dieser Auswertung ist relativ groB und wird unter anderem

durch die Breite des resultierenden Peaks bestimmt.
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2.2.7 Interaktion von Mia40 und Cox17%*

2.2.7.1 Komplexbildung zwischen Mia40 und Cox17*

Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat pH 7,4, 1 mM EDTA

2.2.7.1.1 Gleichgewichtstitrationen

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten Kp des Komplexes aus Mia40 und Cox17*
wurden Fluoreszenztitrationen an einem Jasco FP-6500 Fluoreszenzspektrophotometer
durchgefiihrt. 0,25 uM Mia40c296sw204r-AEDANS bzw. Cox17*cys-AEDANS wurde mit
steigenden Konzentrationen des jeweiligen Bindungspartners titriert. Die Messungen wurden
bei 15°C und einer Dampfung von 0,5 s in temperierbaren Fluoreszenzriihrkiivetten der
Schichtdicke 1 cm durchgefiihrt. Als Sonde diente die Zunahme der Akzeptorfluoreszenz bei
470 nm (Bandbreite 5 nm) nach Anregung bei 280 nm (Bandbreite 3 nm). Zusidtzlich wurde
der Verlauf der Akzeptorfluoreszenz bei 470 nm nach direkter Anregung bei 336 nm verfolgt.
Bei der Bindung gilt folgendes Gleichgewichtsschema:

Mia40 + Cox17* =—— Mia40+Cox17* Gleichung 2
Die Dissoziationskonstante Kp berechnet sich nach Gleichung 3:

[Mia40]-[Cox17*] _ &,
[Miad0-Cox17*]  k_

Gleichung 3

Kp: Dissoziationskonstante (in M), k,,: Geschwindigkeitskonstante der Assoziation (in M s'l), kosr:
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation (in s™), [Mia40]: Konzentration an freiem Mia40 (in M),

[Cox17*]: Konzentration an freiem Cox17* (in M), [Mia40-Cox17*]: Konzentration an Komplex aus
Mia40 und Cox17* (in M)

Unter Beriicksichtigung der Massenerhaltung, d.h. [Mia40] = [Mia40], - [Mia40-Cox17*] und
[Cox17*] =[Cox17*]p - [Mia40-Cox17*] (wobei [Miad40]p und [Cox17*]ypdie Gesamt-
konzentration an Mia40 bzw. Cox17* bezeichnen) ergibt sich aus Gleichung 3 die

Konzentration des Mia40-Cox17*-Komplexes.

[Mia40-Cox17%] = —[Mia40],[Cox17 %],

[Mia0], + [Cox17#], + K, \/([Mia40]0 +[cox17#], + K
2 4

Gleichung 4
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Fiir den Verlauf der AEDANS-Fluoreszenz gilt:

[Mia40- Cox17+]
[Cox17%],

F=F,+ AF- Gleichung 5

F: gemessene Fluoreszenz, F,: Fluoreszenz des freien Protein-AEDANS, AF: maximale
Fluoreszenzénderung bei vollstindiger Bindung

Durch Kombination von Gleichung 4 und Gleichung 5 ergibt sich Gleichung 6, die an die
gemessene Fluoreszenz in Abhdngigkeit von der Proteinkonzentration angepasst werden

kann, um Werte fiir die Dissoziationskonstante Kp zu erhalten.

F-F, =

(F . \[Miad0], +[Cox17%], + K, - \/ ([Mia40], +[Cox17%], + K, > — 4-[Mia4o0}, +[Cox17%],
oo/ 2-[Mia40],

Gleichung 6

2.2.7.1.2 Kinetik der Assoziation von Mia40 und Cox17%*

Die Kinetik der Komplexbildung wurde mit einem Applied Photophysics DX.17MV
sequential stopped-flow-Fluoreszenzspektrometer, ebenfalls mittels FRET, verfolgt. Dafiir
wurden je 0,5 pM Mia40c296sw204r-AEDANS bzw. Cox17*cys-AEDANS mit den jeweiligen
Bindungspartnern im Verhiltnis 1:1 gemischt und die Anderung der integralen Fluoreszenz
des Akzeptors nach Anregung des Donors bei 280 nm verfolgt. Die Bandbreite des
Anregungsspalts betrug jeweils 10 nm, die Schichtdicke der Beobachtungszelle 2 mm.
Streulicht und Fluoreszenzlicht unterhalb von 450 nm wurden durch eine 5 mm-Kiivette,
gefiillt mit 10 mM p-Nitroanilin (in 100 % Ethanol), vor dem Photomultiplier absorbiert. Es
wurden zehn einzelne Kinetiken gemessen, gemittelt und durch Angleich einer
monoexponentiellen Funktion ausgewertet (Gleichung 7), wodurch die Amplituden und Raten
der Reaktion bestimmt wurden. Der Amplitudenverlauf in Abhéngigkeit der
Titrandenkonzentration kann entsprechend einer Gleichgewichtstitration analysiert werden
um die Dissoziationskonstante Kp der beiden Reaktionspartner zu bestimmen (Gleichung 6).
Die Raten sind linear abhédngig von der Ligandenkonzentration, wobei die Geradensteigung
der mikroskopischen Rate der Assoziation ko, und der Schnittpunkt mit der Ordinate der Rate
der Dissoziation ko entspricht.
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n —k. -t .
F(t)=F, + Y. A e 1 Gleichung 7

0 1=0

F(t): Fluoreszenzsignal zur Zeit t, Fy: Fluoreszenzsignal zur Zeit t = 0 s, A;; Amplitude der
Signalinderung, k;: Rate der Signalédnderung (ins™)

2.2.7.2 Ausbildung des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und Cox17*

Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, | mM EDTA, pH 7,4

Um das Ausmal3 der Bildung des gemischten Disulfids zu untersuchen, wurden je 20 uM
Mia40 und Cox17*cys-Varianten in Messpuffer bei 15 °C inkubiert. Nach jeweils 5 s und
5 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 mM lodacetat gestoppt und die Proben durch
nicht reduzierende SDS-PAGE analysiert.

Die Kinetik der Ausbildung des gemischten Disulfids wurde mit einem Applied Photophysics
DX.17MV sequential stopped-flow-Fluoreszenzspektrometer verfolgt. Es wurden je 0,25 uM
Mia40 und die Cox17*cys-Varianten im Verhéltnis 1:1 gemischt und die Anderung der
integralen Fluoreszenz oberhalb von 320 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Die
Bandbreite des Anregungsspalts betrug jeweils 10nm, die Schichtdicke der
Beobachtungszelle 2 mm. Streulicht und Fluoreszenzlicht unterhalb von 320 nm wurden
durch eine 5 mm-Kiivette, gefiillt mit 10 mM cGMP, pH 1,4 vor dem Photomultiplier
absorbiert. Es wurden zehn einzelne Kinetiken gemessen, gemittelt und durch Angleich einer
monoexponentiellen Funktion mit linearem Term ausgewertet, wodurch die Amplituden und

Raten der Reaktion bestimmt wurden.

2.2.8 Bestimmung der pK-Werte von Cysteinen

2.2.8.1 Bestimmung der pK-Werte anhand der Reaktion mit Mia40

Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 5.8, 6,2, 6,5, 7,0, 7,4, 7,7
100 mM Tris/HCL, pH" 7.7, 8,2, 8,6, 9,0

Um die pK-Werte der Cysteine in Cox17* zu bestimmen, wurde die Kinetik der Ausbildung
des gemischten Disulfids zwischen 0,25 pM Mia40 und 15 uM der Cox17*cys-Varianten wie
unter 2.2.7.2 beschrieben in den Messpuffern verfolgt. Die apparenten Raten der Reaktion
wurden gegen den pH-Wert aufgetragen und die pK-Werte durch Analyse nach Gleichung 8
bestimmt.
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ke =gy + s s
wp TSIy ookt Gleichung 8

kip: apparente Rate der Fluoreszenzénderung, kg, kgy: Raten der Reaktion der vollsténdig

deprotonierten bzw. protonierten Cysteine

2.2.8.2 Bestimmung von pK-Werten durch Reaktion mit DTNB

Messpuffer: 100 mM Kaliumacetat, pH 5,0, 5,8
100 mM Kaliumphosphat, pH 5.8, 6,2, 6,5, 7,0, 7,4, 7,7
100 mM Tris/HCL, pH" © 7,7, 8,2, 8,6, 9,0
100 mM Glycin, pH"” © 9,0, 9,5, 10,5

Es wurde die Reaktion von 50 pM DTNB mit je 5 pM Cox17%*cys, Mia40c296s, Mia40c20gs,
reduziertem Mia40, bzw. einer Mischung aus je 5 puM Cox17*cys und Mia40 oder
Mia40cr96sc208s mit einem Applied Photophysics DX.17MV  sequential stopped-flow-
Fluoreszenzspektrometer verfolgt. Es wurde die Anderung der Absorption bei 412 nm in
jeweils fiinf einzelnen Kinetiken verfolgt, gemittelt und durch Angleich von
Exponentialfunktionen ausgewertet (Gleichung 7). Die apparenten Raten wurden gegen den

pH-Wert aufgetragen und die pK-Werte durch Analyse mit Gleichung 8 bestimmt.

2.2.9 Bestimmung von Reduktionspotentialen

Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4

Es wurde je 10 pM Protein mit 0,1 mM GSSG und 0,08 - 33 mM GSH bei 15 °C fiir
mindestens 6 h inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 mM lodacetat gestoppt
und die Proben durch native PAGE (2.2.1.3) bzw. nicht reduzierende SDS-PAGE (2.2.1.2)
analysiert. Die Bandenintensitit des gemischten Disulfids wurde mit dem Programm ImageJ
ausgewertet, durch das Verhiltnis zur Bande des gemischten Disulfids in Abwesenheit von
Reduktionsmittel normiert und gegen das Verhéltnis der GSH- und GSSG-Konzentration
aufgetragen. Die Daten wurden durch Gleichung 9 und Gleichung 10 ausgewertet. Es wurde
zusitzlich ein pH-abhingiger Term beriicksichtigt (Dryhurst, 1977), da das biochemische
Standardreduktionspotential fir pH 7,0 definiert ist, die Messungen jedoch bei pH 7,4
durchgefiihrt wurden. Fiir das biochemische Standardreduktionspotential des Redoxpaares
GSSG/GSH wurde ein Wert von -0,24 V verwendet (Aslund et al., 1997).

[GSH]’ /[GSSG]
[GSH /[GSSG]+ K, Gleichung 9
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, , RT 2,3RT
E" = EgSH/GSSG __Faneq -

(pH -7,0) Gleichung 10

y: Anteil reduziertes Protein, [GSH]: Konzentration an reduziertem Glutathion (in M), [GSSG]:
Konzentration an oxidiertem Glutathion (in M), K.: Gleichgewichtskonstante der Reduktion des
gemischten Disulfids, E°: Biochemisches Standardreduktionspotential (V), R: Allgemeine
Gaskonstante (8,314 J K' mol™), T: Temperatur (in K), n: Anzahl der iibertragenen Elektronen, F:
Faraday-Konstante (96485 C mol™)

Gleichung 11 beschreibt den Zusammenhang zwischen der Gleichgewichtskonstanten K einer
Reaktion und der freien Reaktionsenthalpie AG. Wird fiir die Gleichgewichtskonstante Kq
aus der Nernst-Gleichung (Gleichung 10) eingesetzt, so ergibt sich die freie Enthalpie der
Reduktion eines Disulfids AGgreq (Gleichung 12).

AG =-RT InK Gleichung 11

AGRreq = nF B Gleichung 12

AG: Freie Enthalpie (J mol"), AGg.s: Freie Enthalpie der Reduktion eines Disulfids (J mol™),
K: Gleichgewichtskonstante einer Reaktion, K.;: Gleichgewichtskonstante der Reduktion eines
Disulfids, E”: Biochemisches Standardreduktionspotential (V), R: Allgemeine Gaskonstante (8,314 J
K" mol™), T: Temperatur (in K), n: Anzahl der iibertragenen Elektronen, F: Faraday-Konstante
(96485 C mol™)

2.2.10 Oxidative Riickfaltung von RNase A als Test auf Disulfidisomeraseaktivitat

Riickfaltungspuffer: 0,1 M Tris/HCI, pH* © 8,0, 0,3 mM GSSG, 3 mM GSH
Messpuffer: 0,1 M Bis-Tris, pH25 c 7,0

Es wurde die Riickfaltung von 5 uM reduzierter RNase A in Riickfaltungspuffer in An- und
Abwesenheit von Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen bei 25 °C initiiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde je 10 pl Probe entnommen und zu 990 pl 0,9 mM 2'3’-cCMP in
Messpuffer bei 25 °C gegeben. Die Hydrolyse von 2°3"-cCMP durch nativ gefaltete RNase A
wurde Anhand der Differenz der Absorptionen bei 296 nm und 310 nm an einem Hewlett-
Packard UV/VIS-Dioden-Array Spectrometer 8452 A in Quarzkiivetten mit 1 cm Schichtdicke
aufgezeichnet. Die relative Aktivitit wurde durch Bestimmung der Anfangssteigung der
Kurve und Vergleich mit der Steigung eines Messansatzes unter identischen Bedingungen mit
100 % nativer RNase A berechnet.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Das mitochondriale Enzym Mia40 ist eine neuartige Thiol-Disulfid-Oxidoreduktase, die sich
in ihrer Struktur deutlich von den bisher bekannten Thioredoxin-dhnlichen Enzymen wie
DsbA oder PDI unterscheidet. Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen sind unter anderem dafiir
verantwortlich Disulfide in Proteine einzufiihren.

Die katalysierte, oxidative Faltung von Proteinen lduft nach einem allgemeinen Schema ab
(Abbildung 6). Zunéchst erfolgt die nicht kovalente Komplexbildung zwischen Substrat und
Enzym, die {iber die Interaktion hydrophober Oberflaichen vermittelt wird (Schritt 1).
Nachfolgend bildet sich ein gemischtes Disulfid zwischen einem Cystein des katalytischen
Disulfids des Enzyms und einem Cystein des Substrats (Schritt 2). Ausgehend von diesem
kovalenten Intermediat kann die Weiterreaktion in eine unproduktive oder eine produktive
Richtung erfolgen. Die unproduktive Riickreaktion erfolgt durch Angriff des zweiten Cysteins
des katalytischen Disulfids der Oxidoreduktase. Im produktiven Fall greift ein weiteres
Cystein des Substrats an und dieses wird in oxidierter Form freigesetzt (Schritt 3). Enthélt das
Substrat mehr als zwei Cysteine kann sich ein natives oder ein nicht natives Disulfid

ausbilden, das gegebenenfalls durch Isomerisierung aufgelost werden muss.

2. 3.

gy R HS s—s\ _k _HY SH . §=§
ﬁ —
k-a

E S,ed E S

ox re red ox

Abbildung 6: Schema der Substratoxidation durch eine Thiol-Disulfid-Oxidoreduktase. 1. Es bildet
sich ein nicht kovalenter Komplex zwischen Enzym und Substrat. 2. Durch Angriff eines Cysteins des
Substrats am katalytischen Disulfid bildet sich das gemischte Disulfid zwischen Enzym und Substrat.
3. Es erfolgt die intramolekulare Auflosung des gemischten Disulfids durch erneuten Angriff eines
Substratcysteins, was zur Freisetzung des oxidierten Substrats fiihrt. E.: oxidiertes Enzym, Siq:
reduziertes Substrat, E-S: nicht kovalenter Komplex, E—S: gemischtes Disulfid, E,4: reduziertes
Enzym, S.: oxidiertes Substrat.

Um die molekulare Basis der Katalyse durch Mia40 aufzukldren, wurden die Interaktion mit
einem natiirlichen Substrat und der Mechanismus der oxidativen Faltung analysiert. Hierfiir
wurde Mia40 aus S. cerevisiae verwendet. Mia40 aus Hefe besitzt einen N-terminalen
Transmembranbereich, der das Enzym in der inneren Mitochondrienmembran verankert. Zur
besseren Handhabung wurde dieser Membrananker entfernt und fiir die Experimente ein
Mia40-Fragment, bestehend aus den Aminosiduren 284-403, verwendet, das im folgenden
vereinfacht als Mia40 bezeichnet wird. Es konnte gezeigt werden, dass Mia40 aus Hefe auch

ohne Membrananker funktional ist und durch humanes Mia40, das dem C-terminalen Bereich
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des Hefeproteins entspricht (AS 290-348 der Aminosduresequenz aus Hefe), in vivo
komplementiert werden kann (Chacinska et al., 2008).

3.1 Konstruktion von Eindisulfidvarianten von Cox17*

Fir die Untersuchung des Mechanismus der oxidativen Faltung durch Mia40 wurde das
natiirliche Substrat Cox17 verwendet. Cox17 ist ein Kupferchaperon aus dem
mitochondrialen Intermembranraum (IMS), das an der Biogenese von Cytochrom c beteiligt
ist (Glerum et al., 1996). Es wird im Cytosol synthetisiert und als reduziertes Vorlduferprotein
tiber den TOM-Komplex in den IMS importiert (Mesecke et al., 2005). Cox17 enthélt neben
zwel strukturellen Disulfiden noch drei Cysteine im N-terminalen Bereich (Cys16, 23, 24),
die fiir die Bindung von Kupferionen wichtig sind (Abbildung 7). Um unerwiinschte
Nebenreaktionen wahrend der oxidativen Faltung zu verhindern, wurden diese Cysteine in
allen verwendeten Cox17-Varianten gegen Ser ausgetauscht. Im Weiteren wird diese Variante
als Cox17* bezeichnet. Die NMR-Strukturen von holo- und apo-Cox17 aus Mensch und Hefe
zeigen, dass sich die Struktur durch Entfernen der Cu" Ionen nur lokal in der Bindungsregion
andert. Der kompakt gefaltete Bereich mit den beiden Disulfiden bleibt unverandert (Abajian
et al., 2004; Banci et al., 2008b). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Cox17 mit den C23S
und C24S Mutationen wie das Wildtyp-Protein durch Interaktion mit Mia40 in den IMS
transportiert wird (Heaton et al, 2000) und dass Metallbindung nicht fiir den Import
notwendig ist (Mesecke et al., 2005). Daher kann angenommen werden, dass sich Cox17 und

Cox17* nicht in den Faltungseigenschaften unterscheiden.

AuBeres Disulfid
Inneres Disulfid Cys26

Cys36

Cys47

Abbildung 7: Struktur von Cox17 aus S. cerevisize. Die Cu'-bindenden Cysteine, die in den
verwendeten Cox17*-Varianten gegen Serine ausgetauscht wurden sind als rote, die strukturellen
Disulfide als gelbe Stidbchen dargestellt. Die strukturellen Cysteine sind gemal der
Aminosauresequenz nummeriert, wobei Cys26 und 57 das duBlere und Cys36 und 47 das innere
Disulfid bilden. Die Abbildung wurde mit dem Programm PyMol und dem pdb-Eintrag 1U97 erstellt.

Neben Cox17* mit beiden strukturellen Disulfiden wurden auch Varianten verwendet, die mit
Cys26 und Cys57 nur die duBere (Cox17*ssaugen) bzw. mit Cys36 und Cys47 nur die innere

Disulfidbriicke ausbilden konnen (Cox17*ssinnen). Diese Proteine sind etwa fiir die Frage nach
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der Reihenfolge der Oxidation der Disulfide durch Mia40 von Bedeutung. Im Gegensatz zu
Arbeiten anderer Gruppen wurden in den Varianten die Cysteine nicht ausschlieBlich gegen
Ser ausgetauscht. Fiir das Vergraben von nicht wasserstoffverbriickten Serinseitenketten muss
eine hohe Desolvatisierungsenergie aufgebracht werden, weshalb sie sich stark
destabilisierend auf die Struktur auswirken. Fiir die Auswahl passender Aminosiuren wurde
die Zuginglichkeit der Reste durch das Losungsmittel, sowie die umgebenden Reste,
beriicksichtigt. Cys57 ist exponiert und wurde daher gegen Ser ausgetauscht. Alle anderen
Cysteine befinden sich in einer hydrophoben Umgebung und wurden daher mit den
Mutationen C26A, C361 und C47A durch unpolare Reste passender GroBe ersetzt. In einer
Variante ohne Cysteine (Cox17*(ss) wurden diese vier Substitutionen kombiniert.

Cox17 besteht aus einem unstrukturierten N-Terminus (Reste 1-25), der die Cu'-
Bindungsstelle enhélt und einem gefalteten Helix-Schleife-Helix-Motiv, in dem die
antiparallelen Helices durch die Disulfidbriicken verbunden werden. Dies reflektiert sich im
CD-Spektrum, das hauptsédchlich durch das helikale Signal geprégt ist (Abbildung 8 a). Cox17
ist ein stark polares Molekiil. 29 der 69 Aminoséuren sind geladen, wahrend nur jeweils fiinf
Reste aliphatischen und aromatischen Charakter haben. Daher kann sich kein hydrophober
Kern zur Stabilisierung der nativen Struktur ausbilden. Dementsprechend ist die
Helixpropensitidt in Abwesenheit der Disulfide laut dem Programm Agadir (Munoz &
Serrano, 1994) nur sehr gering. In Ubereinstimmung hiermit zeigen die CD-Spektren fiir
reduziertes Cox17*, sowie fiir Cox17*ss Minima bei ca. 200 nm, sowie ein negatives Signal
bei 195 nm, was auf ein weitgehend ungefaltetes Protein hinweist.

Die innere und die duBere Disulfidbriicke unterscheiden sich deutlich in ihrem Beitrag zur
Stabilitit. Das CD-Spektrum von Cox17*gsinnen deutet auf nur wenig geordnete Struktur hin,
wiahrend Cox17*gsaupen Stark helikal ist. Die Ausbildung der dueren Disulfidbriicke scheint
also auszureichen um einen nativ dhnlichen, gefalteten Zustand einzunehmen. Allerdings ist
diese Variante gegeniiber dem Wildtyp-Protein stark destabilisiert, wie die thermisch
induzierten Entfaltungsiibergéinge zeigen (Abbildung 8 b). Wihrend Cox17* mit zwei
Disulfiden bis ca. 80 ©°C nativ gefaltet bleibt, weist Cox17*ssagen €inen
Entfaltungsmittelpunkt von ca. 50 °C auf. Cox17*ggimen 1St bereits bei 10 °C weitgehend

entfaltet und Cox17%*gs ist iber den gesamten Temperaturbereich denaturiert.
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Abbildung 8: Sekundéarstruktur und Stabilitdt verschiedener Cox17*-Varianten. (a) Gezeigt sind die
CD-Spektren von 4 uM oxidiertem (—) und reduziertem Cox17* (---), sowie von Cox17*ssaupen (—),
Cox17*ssinmen (—) und Cox17*pss (—) bei 15 °C, gemessen in 10 mM Kaliumphosphat, pH 7,4. Es
wurden jeweils zehn Einzelspektren aufgezeichnet und gemittelt. (b) Thermisch induzierte
Entfaltungsiiberginge von je 4 uM Cox17* (0), Cox17*ssausen (A), Cox17*ssinnen (®) und Cox17*gs
(o) verfolgt anhand der Anderung des CD-Signals bei 222 nm. Die Messungen wurden in
0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4 mit einer Heizrate von 60 °C/h durchgefiihrt.

3.2 Mia40 bildet nicht kovalente Komplexe mit entfalteten Proteinen

Wie in Abbildung 6 beschrieben, lauft die Oxidation eines Substratproteins durch Mia40
vereinfacht in drei Schritten ab. Die Teilreaktionen sollten nun nacheinander untersucht
werden. Zunéchst wurde die Ausbildung des nicht kovalenten Komplexes zwischen Cox17*
und Mia40 mit Hilfe von Forster Resonanz Energietransfer (FRET) analysiert. Um die
Weiterreaktion hin zur kovalenten Bindung des Substrats zu verhindern, wurde eine
katalytisch inaktive Variante von Mia40 verwendet. Cys296 des katalytischen Disulfids
wurde gegen Ser ausgetauscht und das verbleibende Cys298 kovalent mit dem
Akzeptorfluorophor AEDANS verkniipft. Um intramolekularen FRET zu verhindern wurde
Trp294 gegen Phe ausgetauscht. In Cox17* wurde an der Position 50 ein Trp als
Fluoreszenzdonor eingebracht.

Befinden sich Donor und Akzeptor in rdumlicher Ndhe, z.B. bei einem Bindungsereignis,
fiihrt der Energietransfer zu einer Abnahme der Donorfluoreszenz mit gleichzeitiger Zunahme
der Akzeptorfluoreszenz. Die Fluoreszenzspektren von Cox17*F50Wyss, Mia40-AEDANS
und einer Mischung beider Proteine zeigten keine Abnahme der Trp-Fluoreszenz bei 350 nm,
da die Bindung von Cox17* an Mia40 in den unmarkierten Proteinen per se zu einer
Zunahme der Trp-Fluoreszenz fiihrt, wobei sich beide Effekte kompensieren (Abbildung S 1).
Der Energietransfer von Trp auf AEDANS fiihrt jedoch zu einer Erhohung der AEDANS-
Fluoreszenz bei 470 nm, was als Sonde fiir die Bindungsexperimente verwendet wurde.

Die Assoziation von Mia40 und Cox17* im Gleichgewicht wurde verfolgt, indem eine
Mia40-AEDANS-Losung mit steigenden Konzentrationen an Cox17*F50W titriert wurde.
Die Mia40-AEDANS-Konzentration wurde konstant gehalten. Fiir natives, oxidiertes
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Cox17*F50W konnte kein Fluoreszenzanstieg detektiert werden, die reduzierte Form bindet
hingegen mit einem Kp von 4,8 uM an Mia40 (Abbildung 9 a,b, Tabelle 1). Der gleiche
Effekt wurde fiir Cox17*gsaugen Deobachtet, wo ebenfalls die reduzierte, nicht aber die
oxidierte Form an Mia40 bindet. Cox17* und Cox17*gsausen Weisen in der oxidierten Form
einen geordneten Faltungszustand auf, wihrend die Reduktion der Disulfide zur Entfaltung
des Proteins fiihrt. Die Unterschiede in der Bindung der oxidierten und reduzierten Proteine
weisen daraufhin, dass die Affinitdt von Mia40 zu den Substraten in erster Linie vom Ausmalf}
exponierter hydrophober Oberflichen abhingt. Cox17*sgsinnen 1St auch in der oxidierten Form
weitgehend unstrukturiert (Abbildung 8 a). Daher wird es von Mia40 als Substrat erkannt und
gebunden, allerdings fiihrt der Anteil gefalteter Struktur zu einer Verschlechterung der
Bindung (Abbildung 9 a,b).
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Abbildung 9: Assoziation von Cox17* und Mia40. Gezeigt ist die Assoziation von 0,5 uM Mia40-
AEDANS und (a) oxidiertem bzw. (b) reduziertem Cox17*F50W (©0), Cox17*F50Wgsaugen (®) und
Cox17*F50Wssinen (O0), sowie (¢) reduziertem Cox17*F50W (o), Cox17*F50Wgss (A) und RCM-a-
Lactalbumin (V) gemessen durch die Fluoreszenzinderung bei 490 nm nach Anregung bei 280 nm.
Die Messungen wurde in 0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15 °C durchgefiihrt. Die
Spaltbreiten von Anregung und Emission betrugen 3 nm und 5 nm. Die durchgezogenen Linien zeigen
einen Angleich an die Datenpunkte gemif3 Gleichung 6, wobei fiir RCM-a-Lactalbumin zusétzlich ein
linearer Beitrag beriicksichtigt wurde. Die resultierenden Werte sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Um zu priifen, ob die Cysteine des Substrats flir die nicht kovalente Interaktion mit Mia40

bendtiget werden, wurde eine Variante verwendet, in der alle Cysteine ersetzt wurden. In ihrer
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Affinitdt zu Mia40 &hnelt diese Variante den reduzierten Proteinen, die Cysteine sind
demnach fiir die nicht kovalente Komplexbildung nicht wichtig (Abbildung 9 c). Weiterhin
sollte untersucht werden, ob Mia40 spezifisch mit den natiirlichen Substratproteinen
interagiert, oder echer eine allgemeine Affinitdt zu Proteinen besitzt, die hydrophobe
Oberflichen exponieren. Hierfiir wurde a-Lactalbumin, ein Protein aus Kuhmilch mit vier
Disulfiden, verwendet. Nach Reduktion und Carboxymethylierung der Cysteine (RCM-a-
Lactalbumin) liegt das Protein permanent entfaltet vor. Es zeigte sich, dass Mia40 auch an das
nicht verwandte RCM-a-Lactalbumin bindet, wenn auch mit einem erhdhten Kp von 23 uM
(Abbildung 9 c) und damit bei der Komplexbildung keine ausgeprigte Substratspezifitit
aufweist.

Um Informationen iiber die Dynamik der Komplexbildung zu erhalten, wurden zusétzlich zu
den Gleichgewichtsexperimenten Bindungskinetiken aufgezeichnet, wobei wiederum der
Energietransfer von Trp auf AEDANS als Sonde diente. Es =zeigte sich, dass die
Bindungsreaktion extrem schnell ist. Fiir 10 uM reduziertes Cox17* lauft die Reaktion
innerhalb von 35 ms vollstindig ab, was einer apparenten Rate von 140 s entspricht
(Abbildung 10 a). Wie fiir eine einfache Bindungsreaktion zu erwarten ist, zeigen die
Amplituden ein Séttigungsverhalten, wéhrend die Ratenkonstanten linear von der
Substratkonzentration abhéngen (Abbildung 10 b und c). Die lineare Regression ergab eine
Assoziationsrate (kon) von 9,5 uM™'s™ aus der Steigung und eine Dissoziationsrate (ko) von
43 s aus dem Schnittpunkt mit der Ordinate. Dies entspricht einer mittleren Lebensdauer des
Komplexes von nur 23 ms, was zeigt, dass die nicht kovalente Interaktion von Enzym und
Substrat hochdynamisch ist.

In Ubereinstimmung mit den Gleichgewichtsdaten konnten die Bindungsparameter fiir alle
reduzierten Cox17*-Varianten und RCM-a-Lactalbumin ermittelt werden (Tabelle 1). Es
zeigte sich, dass die Assoziationsraten fiir alle Proteine mit 9 bis 13 uM "'s' sehr dhnlich sind,
wihrend die Dissoziationsraten zwischen 40 und 230 s™' schwanken und damit die Affinitit
bestimmen. Wurden die oxidierten Proteine verwendet, konnte wiederum nur fiir
Cox17*ssinnen Bindung detektiert werden (Abbildung 10 d). Der aus den Ratenkonstanten
ermittelte Kp ist gegenliber dem reduzierten Protein von 11 puM auf 54 puM erhdht, was
sowohl auf einen geringeren k,,-Wert, als auch auf einen hoheren k.i-Wert zuriickzufiihren

ist.
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Abbildung 10: Kinetik der Ausbildung des nicht kovalenten Komplexes zwischen Mia40 und Cox17%*.
(a) Verfolgt wurde die Reaktion von je 0,5 uM Mia40-AEDANS und 0 bzw. 10 uM reduziertem
Cox17*F50W anhand der Fluoreszenzénderung iiber 460 nm nach Anregung bei 280 nm. Die
Kinetiken wurden durch monoexponentielle Funktionen angeglichen und die Amplituden (b) und Raten
(c) gegen die Cox17*-Konzentration aufgetragen. Die durchgezogenen Linien entsprechen einem
Angleich an die Amplituden gemél Gleichung 6, bzw. einer linearen Regression der Raten. Die
erhaltenen Parameter sind in Tabelle 1 zusammengefasst. (d) Gezeigt ist die Reaktion von 0,5 uM
Mia40-AEDANS und je 15 pM oxidiertem Cox17*F50W (—), Cox17*F50Wssuupen (—) und
Cox17*F50Wssimen (—). Die durchgezogene Linie entspricht einem Angleich durch eine
monoexponentielle Funktion. Alle Messungen wurden bei 15 °C in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4,
1 mM EDTA durchgefiihrt.

In Mia40-AEDANS ist der Akzeptor der Substratbindungsstelle direkt benachbart. Um
sicherzustellen, dass diese Modifikation die Bindungseigenschaften nicht beeinflusst, wurde
in einem reziproken Ansatz der Akzeptor mit Cox17-Varianten verkniipft, die nur je eines der
vier Cysteine aufweisen (Cox17*cysx-AEDANS). Als Donor diente Trp294 in Wildtyp-
Mia40, das im Bereich der Substratbindungsstelle liegt.

Es zeigte sich, dass die Lage des Akzeptormolekiils die Bindungsparameter leicht beeinflusst
(Abbildung S 2, Tabelle 1). Die Dissoziationskonstanten aus der Auftragung der
Ratenkonstanten variieren je nach markierter Cox17*-Variante zwischen 0,8 und 6,7 uM, und
liegen damit im Bereich der Werte, die fiir Cox17*50W und Mia40-AEDANS erhalten
wurden. Ebenfall erhalten bleibt die hohe Dynamik der Komplexbildung. Besonders auffillig
war, dass die Amplitude fiir die Bindung von Cox17*,5c-AEDANS an Mia40 sehr klein ist.
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Dies deutet darauf hin, dass hier der AEDANS-Rest besonders weit von Trp294 in Mia40 und
damit vom katalytischen Zentrum entfernt ist, auch wenn fiir die Transfereffizienz neben der
Entfernung weitere Faktoren, wie z.B. Unterschiede in der freien Drehbarkeit des Akzeptors

eine Rolle spielen konnen.

Tabelle 1: Parameter der Assoziation von Cox17* und Mia40

Gleichgewicht Kinetik
AEDANS-Mia40 + Ko (0M) Ko™ (M) k(ST M) ko (8 Konlkon (M)
Cox17*50W red 4,8+0,1 2,6+0,2 9,46+0,06 43,1+04 4,6
Cox17*50Wssaygen red 6,9 +0,1 39+04 9,0+0,2 75+1 8,3
Cox17*50W ssinnen red 8,6+0,5 15+2 8,9+04 96+ 3 10,8
Cox17*50Wgsinnen 0X 15+1 58 +22" 3,3+0,1 179 +2 54,3
Cox17*50Wss 11,7+0,5 11+3 9,4+0,3 187 +4 16,8
RCM-a-Lactalbumin 23+2 11+£3 13,0+ 0,6 230+5 17,4
Mia40 +
Cox26C-AEDANS 2,30+0,08 3,1+0,3 3,9+0,2 26,0 +0,6 6,7
Cox36C-AEDANS 2,6 £0,1 3,4+0,3 7,4+0,2 18,5+0,9 2,5
Cox47C-AEDANS 1,09 £ 0,03 1,36 £ 0,07 15,6 £0,3 25,0+1,7 2
Cox57C-AEDANS 0,55+0,04 0,67 + 0,06 11,7+0,5 9,9+0,1 0,8

Die Bindungsparameter wurden iiber FRET von Trp auf den Akzeptor AEDANS im Gleichgewicht,
oder in kinetischen Messungen, wie Abbildung 9 und Abbildung 10 in beschrieben, bestimmt. Die
angegebenen Fehler entsprechen der Standardabweichung des Datenangleichs. Alle Werte wurden in
unabhingigen Messungen reproduziert. ” Amplituden von Bindungsreaktionen mit geringer Affinitit
weisen einen sehr grofen Fehler auf, da im zuginglichen Substratkonzentrationsbereich keine
Sattigung erreicht wird.

Die Analyse der Bindung von Cox17* an Mia40 ergab generell Kp-Werte im niedrigen
mikromolaren Bereich, was in der gleichen GroBenordnung liegt, wie der zuvor fiir den
Komplex aus Mia40 und Tim10 bestimmte K von 3,3 uM (Sideris et al., 2009). Die hohe
Dynamik des Komplexes verhindert eine Blockade von Mia40 durch entfaltete Proteine im
IMS, die keine potentiellen Substrate sind. Weiterhin wird durch die hohen Assoziations- und
Dissoziationsraten ermdglicht, dass das Substrat verschiedene Bindungsmodi durchlaufen

kann, bis die optimale Postition zur Weiterreaktion gefunden ist.

3.3 Die riaumliche Nihe von Substratbindungsstelle und aktivem Zentrum steuert

die Ausbildung des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und Cox17

Nach der Bildung des initialen, nicht kovalenten Komplexes, kommt es zur Ausbildung eines

gemischten Disulfids zwischen einem Cystein des katalytischen Disulfids in Mia40 und
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einem Cystein des Substrats (Abbildung 6, Schritt 2). Da Cox17 vier strukturelle Cysteine
(Cys26, 36, 47 und 57) besitzt, stellte sich die Frage, ob das gemischte Disulfid sich selektiv
mit bestimmten Cysteinen bildet, oder diese sich nicht in ihrer Reaktivitit unterscheiden. Um
dies zu untersuchen wurden Cox17*-Varianten hergestellt, die jeweils nur ein Cystein
enthalten (Cox17*icys). Diese Varianten konnen daher nicht durch intramolekulare
Disulfidbildung oxidiert werden, weshalb das gemischte Disulfid populiert bleibt (Abbildung
11 a). Die Cox17%*cys-Varianten wurden mit Mia40 inkubiert und die Reaktion durch Zugabe
von lodacetat abgestoppt. lodacetat alkyliert irreversibel freie Cysteine und verhindert
dadurch weitere Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen. Die Proben wurden anschlieBend durch
SDS-PAGE analysiert (Abbildung 11 b).

a 1. 2. 3.
S—S 2 S—S
?
Mia40 Cox17* ¢ Mia40 «Cox17*,. Mia40 — Cox17*
b
Cys26 Cys36 Cys47 Cys57 Cys57 5°¢
5“ 54 5“ Sc 54‘ 5‘ cc 13 kDa ) - + DTT
R Rl) e
25 & |« Gem. Disulfid
20 = '
15 - :“
Mia40 o
Cox17

Abbildung 11: Ausbildung des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und Eincysteinvarianten von
Cox17*. (a) Gezeigt ist der schematische Ablauf der Reaktion von Mia40 mit Cox17*cy. (b) Es
wurden je 20 uM Mia40 und Cox17%*¢ys in 0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7.4 bei 15 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde nach 5 s bzw. 5 min durch Zugabe von lodacetat gestoppt und die
Proben auf ein nicht reduzierendes SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Fiir Cys57 wurde die 5 min-
Probe aufgeteilt und ein Teil mit DTT versetzt.

Es zeigte sich, dass die Cysteine 36, 47 und 57 sehr schnell mit Mia40 reagieren. Bereits nach
5 s ist eine deutliche Bande bei ca. 27 kDa sichtbar, die iiber 5 min stabil ist. Diese Bande
kann durch DTT reduziert werden, weshalb es sich um einen kovalenten Komplex, also das
gemischte Disulfid, handeln muss. Ein deutlicher Unterschied zu den anderen Cysteinen zeigt
sich in der Reaktivitdt von Cys26. Das gemischte Disulfid bildet sich deutlich langsamer und
nur zu einem geringeren Anteil.

Da sich das gemischte Disulfid in den meisten Féllen sehr schnell bildet sind manuelle

Mischung, sowie das Blockieren der Reaktion durch Iodacetat nicht geeignet, um die Kinetik
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der Reaktion zu verfolgen. Als Sonde eignet sich dagegen die Proteinfluoreszenz von Mia40.
Mia40 besitzt ein Tryptophan (Trp294), das sich in direkter Nachbarschat des katalytischen
Disulfids (Cys296, Cys298) befindet. Die Tryptophanfluoreszenz wird im nativen Zustand
durch die Disulfidbriicke geloscht und nimmt daher bei Reduktion zu (Abbildung S 3).
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Abbildung 12: Ausbildung des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und Cox17*. (a) Gezeigt ist die
Struktur von Cox17, wie in Abbildung 7. (b) Es wurde die Reaktion von 0,25 uM Mia40 und je 6 uM
COX17*26C (—), COX17*36C (7)’ COX17*47C (—), COX17*57C (7) und COX17*OSS ( ) uber die integrale
Fluoreszenz oberhalb von 320 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Die Messungen wurden in
0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15 °C durchgefiihrt. In den gezeigten Kurven
wurden die Startwerte subtrahiert. Die Fluoreszenzverliufe wurden durch monoexponentielle
Funktionen mit linearem Anteil angeglichen und die Amplituden (c¢) und Raten (d) gegen die
Konzentration an Cox17*;¢c (0), Cox17*36¢ (), Cox17%47c (m) und Cox17*s;¢ (@) aufgetragen.

Die Tryptophanfluoreszenz eignet sich auch als Sonde fiir die Ausbildung des gemischten
Disulfids, obwohl hier das katalytische Disulfid nicht vollstindig reduziert wird. Nach
Mischung von Mia40 und Cox17%*cys konnte ein Anstieg der Fluoreszenz beobachtet werden,
nicht jedoch wenn das Substrat kein Cystein enthidlt (Abbildung 12 b). Die Reaktion von
0,25 uM Miad40 mit 6 uM Cox17*3¢c ist extrem schnell und innerhalb von 100 ms
abgeschlossen. Die vollstindige Reaktion von Cox17*4;c und Cox17*s;¢ bendtigt ca. 1 s,
wihrend sie flir Cox17*,6c sehr langsam und unvollstindig ist. Fiir alle Reaktionen konnte

eine weitere, langsame Phase aufgezeichnet werden. Diese ist unabhéngig von der Mia40-
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und Cox17-Konzentration, jedoch deutlich pH-abhéngig, so dass es sich um eine langsame
Thiol-Disulfid-Austauschreaktion, beispielsweise eine Umlagerung auf das zweite
katalytische Cystein in Mia40, handeln konnte (Abbildung S 4).

In einer weiteren Messung wurde die Mia40-Konzentration konstant gehalten und die
Cox17*cys-Konzentration variiert (Abbildung 12 c,d). Der erhaltene Ratenverlauf ist typisch
fiir einen kinetischen Zweischritt-Mechanismus, wie in Abbildung 11 a dargestellt. Eine
Assoziationsreaktion wird gefolgt von einer Isomerisierung, in diesem Fall von der
Ausbildung des gemischten Disulfids. Bei niedrigen Substratkonzentrationen steigt die
apparente Rate linear an, was andeutet, dass unter diesen Bedingungen die Bildung des
gemischten Disulfids durch die vorangehende, nicht kovalente Assoziation limitiert wird. Die
Steigung fiir die Reaktion von Mia40 mit Cox17*s¢c betrigt ca. 12 s']uM'l, was im Bereich
der Assoziationsrate fiir reduziertes Cox17 liegt (~ 10 s'uM™, Tabelle 1). Die Reaktion von
Cox17*36c und Mia40 im gebundenen Zustand ist demnach so schnell, dass sie durch die
ebenfalls schnelle Komplexbildung bestimmt wird. Die nicht kovalente Komplexbildung ist
fir die Geschwindigkeit der Disulfidbildung sehr wichtig, da sie zu hohen lokalen
Substratkonzentrationen flihrt. Die vergleichbare Reaktion mit Glutathion, das keinen
Komplex bildet, ist daher 10° mal langsamer (k= 8 s'M™, Abbildung S 5).

Mit steigender Substratkonzentration stellt sich ein Sattigungsverhalten ein und die Raten
nehmen konstante Werte an. Bei hohen Konzentrationen wird die Assoziationsreaktion sehr
schnell und der geschwindigkeitsbestimmende Schritt verschiebt sich zur Ausbildung des
gemischten Disulfids. Da dieser Schritt durch die vorangehende Bindungsreaktion eine
monomolekulare Reaktion und damit konzentrationsunabhéngig ist bleiben die Raten
konstant.

Im Sittigungsbereich zeigen sich grofle Unterschiede in der Reaktivitdt der einzelnen
Cysteine in Cox17*. Cys36 reagiert extrem schnell mit einer apparenten Rate von 53 s
(Tabelle 2). Cys47 und Cys57 reagieren deutlich langsamer mit apparenten Raten von 4,3 s™
bzw. 9,8 s'. Wie sich schon in der Analyse des gemischten Disulfids durch SDS-PAGE
zeigte, ist Cys26 unreaktiv und bildet das gemischte Disulfid mit einer apparenten Rate von
0,12 s aus, also 400 mal langsamer, als Cys36. Neben der Rate unterscheiden sich die
Varianten auch in der Amplitude der Fluoreszenzinderung (Abbildung 12 c). Die Ausbildung
des gemischten Disulfids mit Cystein 36, 47 und 57 fiihrt zu groBen Fluoreszenzinderungen,
wiahrend die Amplitude fiir Cys26 sehr klein ist. Dies bestitigt, dass sich das gemischte
Disulfid zwischen Mia40 und Cox17,6c nur zu einem kleinen Teil ausbildet.

Die Reaktivititen der vier Cysteine in Cox17* gegeniiber Mia40 unterscheiden sich also sehr

stark. Im Weiteren wurde versucht eine Erklarung hierfiir auf molekularer Ebene zu finden.
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Tabelle 2: Parameter der Reaktion der Eincystein-Cox17*-Varianten mit Mia40 und DTNB

Reaktion mit Mia40 Reaktion mit DTNB
Fapp (5™ Amplitude pKapp-Wert Feapp (8" mM™)
Cox17*56c 0,12 +0,01 8,0+0,2 8,22+ 0,04 22+0,1
Cox17*34c 53+2 87 +4 7,07 £ 0,02 3,5+0,3
Cox17*47¢ 43+0,8 68 £ 1 7,61 £ 0,03 3,5+0,2
Cox17*s5c 9,8+0,3 67+1 7,57 £0,04 4,8+0,2

Es wurde die Reaktion von 0,25 uM Mia40 und Cox17*cy, wie in Abbildung 12 beschrieben,
verfolgt. Angegeben sind die apparente Rate, sowie die Amplitude der Reaktion im Séttigungsbereich
bei 10 pM Cox17%*¢ys. Die pK-Werte wurden aus der pH-Abhéngigkeit der Reaktion von Cox17%cys
und Mia40, wie in Abbildung 15 beschrieben, ermittelt. Die Ratenkonstanten zweiter Ordnung der
Reaktion mit DTNB wurden wie in Abbildung 14 gezeigt bestimmt. Angegeben ist die
Standardabweichung des Datenangleichs.

3.3.1 Die intrinsische Reaktivitiit der Cysteine in Cox17

Die chemische Reaktivitit von Aminosduren wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst.
Eine wichtige Rolle spielt die Zuginglichkeit, die beispielsweise durch die Sekundéarstruktur
vermindert werden kann. Um dies zu untersuchen wurden CD-Spektren der Cox17%cys-
Varianten gemessen (Abbildung 13). Es zeigte sich, dass alle Varianten, genau wie
cysteinfreies Cox17%*, entfaltet vorliegen. Daher ist die Reaktivitdt vermutlich nicht deutlich

durch sterische Einfliisse verandert.
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Abbildung 13: Sekundérstruktur verschiedener Cox17*-Varianten. Gezeigt sind die CD-Spektren von
je 4 uM Cox17* (—), Cox17*6c (), Cox17*35c (), Cox17*47c (—), Cox17*s:¢c (—) und
Cox17*pss (---) bei 15 °C, gemessen in 10 mM Kaliumphosphat, pH 7,4. Es wurden jeweils zehn
Einzelspektren aufgezeichnet und gemittelt.

Die Wechselwirkung der Cysteine mit umgebenden Resten kann ebenfalls die Reaktivitit
beeinflussen. Es wurde daher die Reaktion mit einem niedermolekularen Reagenz untersucht.

Hierfiir eignet sich DTNB, oder Ellmans Reagenz, das mit zugidnglichen Cysteinen reagiert
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und dabei zu einer Gelbfiarbung fiihrt, was anhand der Absorptionsianderung bei 412 nm
verfolgt werden kann (Abbildung 14 a). Die Reaktion mit DTNB zeigte, dass sich die
chemischen Reaktivitidten der Cysteine nur unwesentlich unterscheiden. Die Ratenkonstanten
zweiter Ordnung liegen zwischen 2,2 s'mM™! fiir Cox17*56c und 4,8 s mM™! fiir Cox17%*s57¢
und konnen die 400-fach verringerte Reaktivitidt von Cys26 gegeniiber Cys36 nicht erkldren
(Tabelle 2).
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Abbildung 14: Reaktion von Cox17* mit DTNB. (a) Die Absorption von 50 uM DTNB (---)
verschiebt sich langwellig bei Reduktion zu TNB (—). (b) Gezeigt ist die Reaktion von 50 uM
DTNB mit je 5 uM Cox17%*ss (—) und Cox17*34c (—) verfolgt anhand der Absorptionsdnderung bei
412 nm. (c) Es wurden monoexponentielle Funktionen an die Absorptionsverldufe angeglichen und
die Raten fiir Cox17*,5c (0), Cox17*36c (O), Cox17*47¢c (m) und Cox17*s7c (®) gegen die DTNB-
Konzentration aufgetragen. Die linearen Angleiche an die Datenpunkte ergeben Ratenkonstanten
zweiter Ordnung, die in Tabelle 2 zusammengefasst sind.

3.3.2 Die Ionisierungseigenschaften von Cox17

Das gemischte Disulfid bildet sich durch den nukleophilen Angriff eines Thiolatanions des
Substrats am katalytischen Disulfid von Mia40. Daher hingt die Reaktivitit des
Substratcysteins vom Ausmall der Deprotonierung und damit von seinem pK-Wert ab. Um zu
untersuchen, ob sich die vier Cysteine von Cox17* hierin unterscheiden, wurde die pH-

Abhéngigkeit ihrer Reaktion mit Mia40 untersucht. Die Bedingungen wurden so gewéhlt,
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dass die Ausbildung des gemischten Disulfids geschwindigkeitsbestimmend ist, was bei
hohen Substratkonzentrationen der Fall ist.

Zunichst wurde untersucht, ob die nicht kovalente Komplexbildung vom pH-Wert beeinflusst
wird. Es zeigte sich, dass die nicht kovalente Bindung bei allen untersuchten pH-Werten
anndhernd gleich schnell abléduft und daher die nachfolgende Reaktion nicht beeinflussen
sollte (Abbildung S 6). Die Ausbildung des gemischten Disulfids hingegen wird mit
steigendem pH-Wert schneller. Da wegen des groBen pH-Bereichs zwei verschiedene Puffer
(Phosphat und Tris) verwendet werden mussten, wurden die Raten im Uberlappungsbereich
fiir beide Puffer bestimmt, um Einfliisse der Puffersubstanz auf die Reaktion auszuschlieB3en.
Die Verldufe der Ratenkonstanten der Ausbildung des gemischten Disulfids folgen den
Titrationskurven der einzelnen Cysteine (Abbildung 15). Es ergeben sich apparente pK-
Werte, die durch die pK-Werte der Cysteine des katalytischen Disulfids in Mia40 beeinflusst
werden. Dieser Einfluss ist jedoch fiir alle vier Cox17*-Cysteine gleich, daher konnen diese
apparenten pK-Werte fiir einen Vergleich der Reaktivititen herangezogen werden. Die so
ermittelten pKgpp-Werte variieren zwischen 7,1 fiir Cys36 und 8,2 fiir Cys26 (Tabelle 2). Bei
pH 9 dominiert fiir alle Cysteine die deprotonierte Form, dennoch unterscheiden sich die
Ratenkonstanten stark voneinander. Die Ionisierungseigenschaften der Cysteine in Cox17*
sind demnach nicht fiir die enormen Unterschiede in der Reaktivitit gegeniiber Mia40

verantwortlich.
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Abbildung 15: Bestimmung der pK-Werte der einzelnen Cysteine von Cox17* anhand der Reaktion
mit Mia40. Es wurde die Reaktion von 0,25 pM Mia40 und 15 pM Cox17%*¢y, liber die integrale
Fluoreszenz iiber 320 nm nach Anregung bei 280 nm bei 15 °C verfolgt. Die Fluoreszenzverlaufe
wurden durch monoexponentielle Funktionen mit linearem Anteil angeglichen und die Raten fiir
Cox17*56c (0), Cox17*34¢c (0), Cox17*47¢ (m) und Cox17*s5c (@) gegen den pH-Wert aufgetragen. Die
Datenpunkte fiir Cox17*,5c sind mit der rechten Ordinate assoziiert. Die durchgezogenen Linien
entsprechen einem Angleich durch Henderson-Hasselbalch-Gleichung (Gleichung 8), die erhaltenen
pK-Werte sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Die Messungen wurden in 0,1 M Kaliumphosphat
pH 5.8, 6,2, 6,8, 7,2 und 7.4, sowie in 0,1 M Tris/HCI pH'"> © 7.2, 7,4, 7,8, 8,2 8,5 und 9 durchgefiihrt.
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3.3.3 Die MISS/ITS Sequenz beeinflusst die Komplexbildung

Die Reaktivititen der vier Cysteine in Cox17* gegeniiber Mia40 weisen grofle Unterschiede
auf, die weder durch unterschiedliche Zugénglichkeit, noch durch verinderte chemische
Reaktivitdt erkliart werden konnen (Abbildung 14, Abbildung 15). Die Ursache muss daher
mit der spezifischen Interaktion von Mia40 und Cox17* zusammenhidngen. Beispielsweise
konnte die Proteinkette von Cox17* im Komplex mit Mia40 so ausgerichtet sein, dass der
Abstand des katalytischen Disulfids von Mia40 zu bestimmten Cysteinen gering ist und die
Reaktion begilinstigt wird. Interessanterweise ist der Energietransfer bei Komplexbildung
zwischen Mia40 und Cox17*,,c-AEDANS sehr viel kleiner, als wenn der Donor mit anderen

Cysteinen verkniipft ist (Abbildung S 2 b). Dies deutet darauf hin, dass insbesondere das

unreaktive Cys26 weit entfernt vom aktiven Zentrum gebunden wird.

>

Abbildung 16: Raumstruktur und wichtige Reste von Cox17 aus Hefe. (a) Gezeigt ist die Struktur von
Cox17, wobei Schwefelatome der strukturellen Disulfide gelb eingeférbt sind. Das erste CXyoC-Motiv
(Reste 26-33) ist violett, das zweite CXqC-Motiv (Reste 47-57) magenta und die hydrophoben Reste
37-39 blau. Die Reste der MISS/ITS-Sequenz (Phe50, Ile51, Tyr54), sowie Ile37, Leu38 und Phe39
sind in balls and sticks Repréasentation gezeigt. (b) Ansicht der zweiten Helix (Aminosduren 46-62).
Die Reste der MISS/ITS-Sequenz und die Cysteine sind als Stidbchen gezeigt. (c) Aufsicht auf die
erste Helix (Aminosduren 31-40), die Orientierung ist vom N- zum C-Terminus. Die Reste der ILF-
Sequenz und Cys36 sind als Stibchen gezeigt. Nummerierungen sind geméall der Aminoséuresequenz.
Die Abbildung wurde mit dem Programm PyMol und dem pdb-Eintrag 1U97 erstellt.

Die Interaktion von Mia40 und Cox17 war in einer fritheren Arbeit durch Importexperimente
charakterisiert worden (Sideris et al., 2009). Hierbei wurden radioaktiv markierte Cox17-
Varianten verwendet, in denen, einzeln oder kombiniert, Cysteine gegen Serine ausgetauscht

waren. Die reduzierten Proteine wurden zu isolierten Mitochondrien gegeben und iiber SDS-
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PAGE analysiert, wie viel markiertes Cox17 in den Intermembranraum importiert wurde.
Diese Experimente fiihrten zu dem Schluss, dass Cys57 und nicht Cys36, das kinetisch
bevorzugt ist, essentiell fiir die Ausbildung eines langlebigen gemischten Disulfids mit Mia40
ist. Sideris et al. begriindeten die bevorzugte Reaktion von Mia40 mit Cys57 durch die
benachbarte ITS-Sequenz (import and targeting signal), die in dhnlicher Form auch fiir Tim9
gefunden und als MISS-Sequenz (mitochondrial import and sorting signal) bezeichnet
worden war (Milenkovic et al., 2009). Die MISS/ITS-Sequenz ist ein Sequenzmotiv, das in
den meisten bisher bekannten Mia40 Substraten vorhanden ist. Es handelt sich um drei
hydrophobe Reste, die sich an Position 3, 4 und 7 vor oder nach einem Cystein befinden. In
der Helixprojektion zeigen diese Reste in Richtung des Cysteins (Abbildung 16 b) und sollen
so die Interaktion mit der hydrophoben Furche von Mia40 vermitteln (,,s/iding*-Schritt).
Durch spezifische Wechselwirkungen soll auf diese Weise ein Cystein in Nachbarschaft zum
katalytischen Disufid gebracht werden um die Ausbildung des gemischten Disulfids zu
erleichtern (,,docking*-Schritt).

Phe50 und Ile51 sind die zentralen Reste der MISS/ITS-Sequenz (Abbildung 16 a,b). Um
deren Einfluss auf die Reaktivitit der Cysteine zu untersuchen, wurden sie in den Cox17*-
Varianten mit je einem Cystein an den Positionen 36, 47 und 57 durch Ala ersetzt. Eine Liste
mit den Sequenzen aller verwendeten Cox17*-Varianten ist in Tabelle S 2 angegeben. Die
Cox17*1cys5S0A51A-Varianten wurden zunidchst mit AEDANS markiert und die Assoziation
mit Mia40 untersucht (Abbildung 17). Die hydrophoben Reste der MISS/ITS-Sequenz
beeinflussen die Komplexbildung mit Mia40. In allen untersuchten Varianten ist die Affinitat
deutlich verschlechtert (Faktor 10-60), was in erster Linie an einer 20-60-fach verringerten
Assoziationsrate liegt (Tabelle 3). Gleichzeitig sind die Amplituden gegeniiber dem Wildtyp-
Protein sehr stark verringert, was darauf hindeutet, dass sich die Ausrichtung von Cox17*

relativ zum katalytischen Zentrum von Mia40 verdndert hat (Abbildung S 7).
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Abbildung 17: Einfluss der MISS/ITS-Sequenz in Cox17* auf die Komplexbildung mit Mia40. Es
wurde die Reaktion von Mia40 und je 0,5 uM (a) Cox17*35,c-AEDANS (@) und Cox17*35c50A51A-
AEDANS (@A), (b) Cox17*4;c-AEDANS (@) und Cox17*4;c50AS1A-AEDANS () und (c)
Cox17*5;c-AEDANS (@) und Cox17%57c50A51A-AEDANS (O) anhand der Fluoreszenzidnderung
oberhalb von 460 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Die Kinetiken wurden durch
monoexponentielle Funktionen angeglichen und die Raten gegen die Mia40-Konzentration
aufgetragen. Die entsprechenden Amplituden sind in Abbildung S 7 gezeigt. Die durchgezogenen
Linien entsprechen einer linearen Regression der Raten. Die erhaltenen Parameter sind in Tabelle 3
zusammengefasst. Alle Messungen wurden bei 15 °C in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7.4,
1 mM EDTA durchgefiihrt.

AnschlieBend wurde die Ausbildung des gemischten Disulfids der Varianten mit Mia40
untersucht (Abbildung 18). Hier waren die Effekte weniger stark ausgepragt. Die apparenten
Raten der Ausbildung des gemischten Disulfids mit 10 uM Cox17* sind nur zweifach fiir
Cys36 und fiinffach fiir Cys57 verringert. Hierbei ist wichtig, dass nicht nur die Cysteine, die
die MISS/ITS-Sequenz umgeben, beeinflusst sind, sondern auch das weiter entfernte Cys36,
das jedoch nach wie vor die hochste Reaktionsrate zeigt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die MISS/ITS-Sequenz vor allem fiir die Substrataffinitdt bei der Ausbildung des nicht
kovalenten Komplexes eine entscheidende Rolle spielt, jedoch fiir die Selektivitit der

Ausbildung des gemischten Disulfids weniger wichtig ist.
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Abbildung 18: Einfluss der MISS/ITS-Sequenz in Cox17* auf die Ausbildung des gemischten
Disulfids mit Mia40. Es wurde die Reaktion von 0,25 pM Miad0 und Cox17*3c (W),
Cox17*36c50A51A (@), Cox17*5c (M), Cox17*;;c50A51A (A), Cox17*5:c (@) und
Cox17*57,c50A51A (O) anhand der Fluoreszenzidnderung tiber 320 nm nach Anregung bei 280 nm
verfolgt. Die Kinetiken wurden durch monoexponentielle Funktionen mit linearem Anteil
angeglichen und die Raten gegen die Mia40-Konzentration aufgetragen. Die entsprechenden
Amplituden sind in Abbildung S 8 gezeigt und die erhaltenen Parameter in Tabelle 3
zusammengefasst. Alle Messungen wurden bei 15 °C in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7.4,
1 mM EDTA durchgefiihrt.

Nach dem sliding und docking Modell, das nach aktuellem Stand die Interaktion zwischen
Mia40 und Substraten beschreibt, sorgt die MISS/ITS-Sequenz in Cox17 aus Hefe fiir die
bevorzugte Reaktion von Cys57 mit dem katalytischen Disulfid in Mia40 (Sideris et al.,
2009). Die hier durchgefiihrte Analyse der Bedeutung der MISS/ITS-Sequenz fiir die nicht
kovalente Bindung und die Ausbildung des kovalenten Intermediats ergab jedoch, dass die
MISS/ITS-Sequenz eine untergeordnete Rolle bei der Aktivierung von Cysteinen fiir den
Angriff am katalytischen Disulfid in Mia40 spielt. Stattdessen sind die hydrophoben
Aminoséduren der MISS/ITS-Sequenz fiir die nicht kovalente Assoziation wichtig.

Eine mogliche Erkldrung fiir die abweichenden Ergebnisse ergibt sich aus dem
Versuchsaufbau der Importexperimente, anhand derer die MISS/ITS-Sequenz identifiziert
wurde. Es wurden radioaktiv markierte Cox17-Varianten, die unterschiedliche
Kombinationen an Cysteinen enthielten, mit isolierten Mitochondrien inkubiert und die
Bandenintensitit des gemischten Disulfids mit Mia40 im IMS analysiert. Die Cysteine
wurden jedoch zum Zeitpunkt der Probennahme nicht durch kovalente Modifikation blockiert,
so dass eine Weiterreaktion sowohl wihrend der Aufarbeitung, als auch wihrend der
Gelelektrophorese mdglich war. Hierdurch kdnnten artifizielle Ergebnisse zustande kommen.
Weiterhin wurde in erster Linie das Vorhandensein der Bande des gemischten Disulfids
zwischen Mia40 und Cox17 als Beweis fiir eine Interaktion der beiden Proteine gewertet.
Diese war besonders intensiv wenn Cys57 in Cox17 vorhanden war. Es wurde aber nicht
beriicksichtigt, dass in den meisten Importexperimenten auch ohne Cys57 erhebliche Mengen
von Cox17 im Intermembranraum vorlagen, was nach géngiger Meinung nur durch
Interaktion mit Mia40 moglich ist, da reduziertes und entfaltetes Cox17 durch die TOM-Pore

ins Cytosol zuriick diffundieren kann. Varianten, die nicht durch intramolekulare Oxidation
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im IMS gehalten werden konnten, da sie nur ein Cystein enthielten, wurden durch Mia40 zu
kovalenten Homodimeren oxidiert. Somit wurde durch die Importexperimente nicht
notwendigerweise das reaktivste Cystein in Cox17 bestimmt, sondern dasjenige das die

langlebigsten Intermediate bildet, auch wenn diese nicht unbedingt produktiver Natur sind.

3.3.4 Die Reaktivitiat von Cys36 wird durch benachbarte hydrophobe Reste bestimmt

Das katalytische Disulfid und die hydrophobe Bindungsfliche in Mia40 sind direkt
benachbart. Die Reaktivitdt eines Substratcysteins konnte daher durch die Hydrophobizitdt in
seiner unmittelbaren Umgebung bestimmt sein. Cox17 ist ein sehr polares Protein und
hydrophobe Aminosduren kommen nur vereinzelt vor. Die einzige Ausnahme, neben Phe50
und Ile 51, bilden die Reste Ile37-Leu38-Phe39 (ILF), die interessanterweise direkt neben
dem hochreaktiven Cys36 liegen (Abbildung 16 a).

Um die Bedeutung dieser Reste zu untersuchen, wurden sie gegen Ala ausgetauscht. Durch
diese Substitutionen wird die Affinitdt zu Mia40 10-fach verschlechtert (Abbildung 19 a,
Tabelle 3), was vor allem an einer schnelleren Dissoziation des Komplexes liegt. Die
Verringerung der Affinitdt ist darauf zuriickzufiihren, dass die ohnehin recht geringe
Hydrophobizitit von Cox17 durch die Ala-Substitutionen stark verringert wird. Die sehr
kleine Amplitude der Bindungsreaktion deutet weiterhin an, dass diese Variante in einer
anderen Orientierung gebunden wird als das Wildtyp-Protein und der AEDANS-Rest nun
weiter von Trp294 und damit vom katalytischen Zentrum entfernt liegt (Abbildung S 9). Sehr
viel stirker als die nicht kovalente Bindung ist die Reaktivitdt von Cys36 bei der Ausbildung
des gemischten Disulfids mit dem katalytischen Disulfid in Mia40 beeinflusst (Abbildung 19
b). Die apparente Rate dieser Reaktion im Wildtyp-Protein betrigt ca. 53 s und ist nach
Substitution der ILF-Sequenz an den Positionen 37-39 durch AAA um Faktor 300 auf 0,17 s™
herabgesetzt. Damit liegt sie im Bereich des Wertes fiir Cox17*,sc. Der Verlauf der
Ratenkonstanten zeigt kein Séattigungsverhalten mehr, sondern ist iiber den gesamten
Konzentrationsbereich konstant. Dies weist darauf hin, dass der Austausch der hydrophoben
Umgebung von Cys36 die Reaktivitit so stark verringert, dass nun nicht mehr die Ausbildung
des nicht kovalenten Komplexes, sondern die Bildung der kovalenten Bindung
geschwindigkeitsbestimmend ist. In der Helixprojektion wird deutlich, dass die Reste der
ILF-Sequenz im gefalteten Zustand von Cys36 abgewandt positioniert sind (Abbildung 16 c).
Das Ergebnis, dass sie dennoch die Reaktivitét dieses Cysteins so stark erhohen deutet eher
darauf hin, dass Cox17* im entfalteten Zustand an Mia40 bindet und die hydrophoben Reste
sich so in direkter riumlicher Nihe zu Cys36 befinden.

Zusétzlich wurden die Ala-Substitutionen an den Positionen 37-39 auch in Cox17*s5c
eingefiihrt. Diese verschlechterten die Bindung ebenfalls (Abbildung 19 c), fiihrten jedoch
nicht zu einer Ab-, sondern sogar zu einer Zunahme der Amplitude (Abbildung S 9). Die Rate
der Ausbildung des gemischten Disulfids war in dieser Variante etwa doppelt so groB3, wie im

Ausgangskonstrukt (Abbildung 19 d). Zusammengenommen unterstiitzen diese Ergebnisse
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die Vermutung, dass die Reste Ile37, Leu38 und Phe39 in der Nihe des aktiven Zentrums von
Mia40 binden. Dies fiihrt im Wildtyp-Protein zu einer Konkurrenz mit der MISS/ITS-
Sequenz um den Bindungsplatz. In der ILF—AAA-Variante ist diese Konkurrenz nicht mehr
vorhanden, so dass die MISS/ITS-Sequenz ndher am aktiven Zentrum bindet und so die
Reaktivitdt von Cys57 erhoht
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Abbildung 19: Einfluss der Reste 1le37, Leu38, Phe39 auf die Reaktivitit von Cox17*. Es wurde die
Reaktion von Miad40 und je 0,5 uM (a) Cox17*3;3c-AEDANS (@) und Cox17%3,c37A38A39A-
AEDANS (A) bzw. (c) Cox17*s;c-AEDANS (@) und Cox17*5;c37A38A39A-AEDANS (A) anhand
der Fluoreszenzénderung iiber 460 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Die Kinetiken wurden
durch monoexponentielle Funktionen angeglichen und die Raten gegen die Mia40-Konzentration
aufgetragen. Die durchgezogenen Linien entsprechen einer linearen Regression der Raten. Weiterhin
wurde die Ausbildung des gemischten Disulfids von 0,25 uM Mia40 und (b) Cox17*35c (@) und
Cox17%35c37A38A39A (A) bzw. (d) Cox17*5;c (@) und Cox17*s57c37A38A39A (A) anhand der
integralen Fluoreszenz iiber 320 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Alle Messungen wurden in
0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15 °C durchgefiihrt. Die entsprechenden Amplituden
sind in Abbildung S 9 gezeigt und die erhaltenen Parameter in Tabelle 3 zusammengefasst.
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3.3.5 Hydrophobe Reste in der Umgebung von Cys26 erhohen die Reaktivitiit

Die Analyse der Umgebung von Cys36 ergab, dass die direkte hydrophobe Umgebung fiir die
hohe Reaktivitdt verantwortlich ist und die Reste Ile37, Leu38, Phe39 stirker als die
MISS/ITS-Sequenz fiir die Ausrichtung des Substrats hin zum katalytischen Zentrum von
Mia40 verantwortlich sind.

Um zu untersuchen, ob die duBlerst geringe Reaktivitit von Cys26 durch Veridnderungen in
der chemischen Natur der umgebenden Reste verbessert werden kann, wurden zunéchst die
drei Reste der MISS/ITS-Sequenz (Phe50, Ile51 und Tyr 54) an den entsprechenden
Positionen nach Cys26 eingefiihrt (E29F, K30I, R33Y). Die Affinitdt zu Mia40 wurde von
diesen Substitutionen nicht beeinflusst (Abbildung 20 a, Tabelle 3). Die apparente Rate der
Ausbildung des gemischten Disulfids wurde 6-fach erhoht, war damit jedoch immer noch 90
mal langsamer, als fiir Cys36 (Abbildung 20 b).

Die E29F K30I R33Y-Variante enthdlt zwei MISS/ITS-Sequenzen, nidmlich die Wildtyp-
Sequenz zwischen den Cysteinen 47 und 57, sowie die nachtrdglich nach Cys26 eingefiigte.
Dies konnte dazu flihren, dass die beiden Erkennungssequenzen miteinander konkurrieren und
so die Effekte auf Cys26 gering bleiben. Daher wurde in MISS-Swap-Varianten, die entweder
Cys26 oder 57 enthalten, die gesamte Sequenz des ersten CXoC-Motivs (Reste 27-35) gegen
die Sequenz des zweiten CXoC-Motivs (Reste 48-56) ausgetauscht. Damit wurde die
MISS/ITS-Sequenz von Cys57 weg und in direkte Nachbarschaft zu Cys26 gebracht.

In beiden Cox17*-Varianten war die Dissoziationskonstante fiir den nicht kovalenten
Komplex aus Mia40 und dem Substrat anndhernd unverdndert, vermutlich da die
Hydrophobizitit von Cox17*, die fir die Affinitdt entscheidend ist, durch die
Sequenzverschiebungen nicht verdndert wurde (Abbildung 20 a,c, Tabelle 3). Ein sehr grofer
Unterschied ergab sich jedoch fiir die Amplitude der Bindungsreaktion. Wenn der FRET-
Akzeptor in den MISS-swap-Varianten mit Cys57 verkniipft war, war die Amplitude 20-fach
kleiner, als im Wildtyp-Hintergrund. War der Akzeptor jedoch an Cys26 gekoppelt, war die
Amplitude 20-fach erhoht (Abbildung S 10). Da die Amplitude vor allem vom Abstand
zwischen Donor und Akzeptor abhidngt und die Verdnderung sehr grof3 ist, ist es
wahrscheinlich, dass sich die Orientierung des nicht kovalenten Komplexes durch die
Sequenzverschiebung verdndert hat. Im Gegensatz zum Wildtyp-Protein scheint Cys26 durch
die MISS/ITS-Sequenz in seiner Nachbarschaft sehr viel ndher am aktiven Zentrum gebunden
zu sein. Dieser veridnderte Bindungsmodus fiihrt dazu, dass Cys26 400-fach schneller zum
gemischten Disulfid weiter reagiert, als die Ausgangsvariante, wahrend die Rate der Reaktion

von Cys57 6-fach verlangsamt ist.
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Abbildung 20: Einfluss der Umgebung von Cys26 auf die Reaktivitit. Es wurde die Reaktion von
Mia40 und je 0,5 pM (a) Cox17*,,c-AEDANS (@), Cox17%yc27128L29F-AEDANS (A),
Cox17%,6cMISS-swap-AEDANS (O ) und Cox17%*,6c29F30133Y-AEDANS (V) bzw. (c) Cox17*s;c-
AEDANS (@) und Cox17%5;cMISS-swap-AEDANS (O ) anhand der Fluoreszenzénderung {iber
460 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Die Kinetiken wurden durch monoexponentielle
Funktionen angeglichen und die Raten gegen die Mia40-Konzentration aufgetragen. Die
durchgezogenen Linien entsprechen einer linearen Regression der Raten. Weiterhin wurde die
Ausbildung des gemischten Disulfids von 0.25uM Mia40 und (b) Cox17%c (@),
Cox17%6c27128L29F (A), Cox17*cMISS-swap (O) und Cox17%c29F30133Y (V) bzw. (d)
Cox17*5;c (@) und Cox17*5;cMISS-swap (O ) iiber die integrale Fluoreszenz oberhalb von 320 nm
nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Alle Messungen wurden in 0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA,
pH 7,4 bei 15 °C durchgefiihrt. Die entsprechenden Amplituden sind in Abbildung S 10 gezeigt und
die erhaltenen Parameter in Tabelle 3 zusammengefasst.

Die MISS-swap-Varianten zeigten, dass sich die sehr geringe Reaktivitit von Cys26 durch
Modulation seiner Umgebung stark verbessern ldsst. Fiir Cys36 wurde gefunden, dass die
benachbarten Reste Ile, Leu, Phe fiir die hohe Reaktivitdt verantwortlich sind. Daraus folgte
die Frage, ob diese Reste auch Cys26 aktivieren konnen. In einer weiteren Variante wurde
daher die ILF-Sequenz von den Positionen 37-39 nach Cys36 an die Positionen 27 bis 29
nach Cys26 verschoben. Entsprechend wurden die urspriinglichen Reste an Position 27-29,
Lys, Pro und Glu, nun an Position 37-39 eingefiihrt. Diese Aminosdureverschiebung fiihrte zu
einer enormen Verbesserung der Aktivitidt von Cys26 (Abbildung 20 b,Tabelle 3). Die Rate
der Ausbildung des gemischten Disulfids konnte von 0,12 s auf 43 s™ gesteigert werden, was

anndhernd der Reaktivitdt von Cys36 in seiner natiirlichen Sequenzumgebung entspricht.
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Diese extreme Aktivierung von Cox17%,sc, sowie der starke Verlust an Reaktivitit von
Cox17*36c37A38A39A unterstreichen die Bedeutung von hydrophoben Resten in der
Umgebung der Cysteine fiir die Ausbildung des gemischten Disulfids zwischen einem
gebundenen Protein und Mia40.

3.3.6 Analyse der Umgebung der Cysteine in CXyC-Substraten von Mia40

Mia40 bindet Substrate zunichst durch Interaktion hydrophober Oberflichen. Die hydrophobe
Bindungsfurche von Mia40 befindet sich direkt neben dem aktiven Zentrum, weshalb die
Reaktion mit Substratcysteinen mit einer unpolaren Umgebung bevorzugt ist. Dies fiihrt zu
einem 400-fachen Unterschied in der Rate der Reaktion mit dem schnellsten und dem
langsamsten Cystein in Cox17*.

Die beiden Disulfide in Cox17 werden vermutlich durch zwei sequentielle
Oxidationsreaktionen, katalysiert durch Mia40, gebildet. Wiirde sich zuerst das dufere
Disulfid in Cox17* bilden, so wiirde dies zu einem teiloxidierten Intermediat fiihren, das
bereits nativ-dhnliche Struktur hat und daher nur noch sehr geringe Bindungsaffinitit zu
Mia40 zeigt (Abbildung 8, Abbildung 10 d). Dies konnte einen effektiven zweiten
Katalysezyklus verhindern. Aus diesem Grund wire es fiir den Faltungsweg vorteilhaft zuerst
das innere Disulfid zu bilden, da das dann resultierende Intermediat noch teilentfaltet ist
(Abbildung 8) und die MISS/ITS-Sequenz, die die nicht kovalente Komplexbildung
vermittelt, nach wie vor zugénglich ist. Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich, dass Cys36
besonders schnell mit Mia40 zum gemischten Disulfid reagiert. Die Auflosung dieses
kovalenten Komplexes wiirde tatséchlich zunéchst zur Bildung des inneren Disulfids fiihren.
Cox17 gehort zur Gruppe der CXoC-Substrate von Mia40, die aus einer Helix-Schleife-Helix-
Struktur bestehen, die durch zwei Disulfide zwischen den beiden Helices stabilisiert werden.
Fiir alle Proteine dieser Gruppe besteht die Problematik beide Disulfide sequentiell durch
Mia40 einzufiihren. Auch fiir andere Substrate dieser Gruppe wire es vorteilhaft das innere
Disulfid zuerst zu oxidieren, was durch priaferentielle Reaktion mit Cys2 oder 3 bedingt durch
eine hydrophobe Umgebung erreicht werden kann. Um dies zu untersuchen, wurde in 12
weiteren mitochondrialen CXyC-Proteinen die Hydrophobizitét der drei Aminosduren vor und
nach einem Cystein mit Hilfe der Skala von Eisenberg (Eisenberg et al., 1984) berechnet
(Tabelle 4). Interessanterweise zeigt tatsdchlich das jeweils zweite Cystein, das Cys36 in
Cox17 entspricht, mit einem Wert von -0,16 im Mittel eine deutlich hohere Hydrophobizitit,
als die anderen Cysteine, die zwischen -0,28 und -0,31 liegen. Weiterhin ist in 6 von 13
Proteinen die Sequenz vor oder nach Cys2 und in zwei weiteren die Sequenz vor oder nach
Cys3 die am stirksten hydrophobe. Dies konnte darauf hinweisen, dass die Cysteine, die die

innere Disulfidbriicke bilden, bevorzugt mit Mia40 reagieren.
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Tabelle 3: Parameter von Assoziation und Ausbildung des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und Cox17

Variante Kinetik der Komplexbildung Ausbildung des gem. Disulfids

Miad0 + # Kp™ (uM) kon (s uM™) Korr (s Kott/ Kon (WMD) Kapp (57 Amplitude
Cox17*5c 8,12 3,1+0,3 3,9+0,2 26,0+0,6 6,7 0,12+0,01 8,0+0,2
Cox17*,4c 29F30133Y 26,27 3,7+1.4 7,8+0,5 24,4428 3,1 0,63+0,04 30+1
Cox17*,5c MISS swap 28, 30 0,40+0,04 6,4+0,1 9,3+0,3 1,5 55+9 34+3
Cox17%,5427128L29F 32,33 10+1 5,140,2 130+2 25 4346 48-+4
Cox17*34¢ 9,13 3,4+0,3 7,4+0,2 18,5+0,9 2.5 5342 87+4
Cox17*35c 37A38A39A 22,23 18+3 4,340.2 11042 26 0,17+0,01 75+4
Cox17*35c S0AS1A 18,19 80+75" 0,38+0,06 111 29 23+3 28+1
Cox17*47¢ 10, 14 1,36+0,07 15,6+0,3 25+1,7 1,6 4,3+0,8 68+1
Cox17*,7¢ S0AS1A 17,20 13420 0,28+0,04 9+1 30 1,8+0,8 28+1
Cox17*s7c 11,15 0,67+0,06 11,7+0,5 9,9+0,1 0,9 9,8+0,3 67+1
Cox17*s;c 37A38A39A 24,25 1,4£0,1 10,8+0,5 5042 4,6 23+3 63+3
Cox17*5;c S0AS1A 18, 21 43+15" 0,4+0,04 18,6+0,4 47 2,1+0,9 67+1
Cox17*5;c MISS swap 29, 31 2,8+0,7 8,8+0,5 27+4 3,0 1,6+0.3 101

Die Nummerierung der Varianten entspricht Tabelle S 2. Die Bindungskinetiken wurden wie in Abbildung S 2 beschrieben mit den AEDANS-markierten Cox17%*-
Varianten und Mia40 verfolgt, die Ausbildung des gemischten Disulfids gemifl Abbildung 12 mit den unmarkierten Proteinen. Die Kp Werte wurden aus der
Analyse der Bindungsamplituden erhalten, k., and k. aus der Steigung bzw. dem Schnittpunkt mit der y-Achse aus der Auftragung der Raten. Die apparenten Raten
(kapp) und relativen Amplituden der Ausbildung des gemischten Disulfids entsprechen der Reaktion von Mia40 mit je 10 uM der Cox17*-Varianten. " Amplituden
von Bindungsreaktionen mit geringer Affinitit weisen einen sehr groBen Fehler auf, da im zugénglichen Substratkonzentrationsbereich keine Séttigung erreicht wird.
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Tabelle 4: Hydrophobizitét der benachbarten Reste der Cysteine der CXyC-Proteine aus dem mitochondrialen Intermembranraum

Protein Cystein 1 Cystein 2 Cystein 3 Cystein 4
vor nach vor nach vor nach vor nach
AS Hydroph. AS Hydroph. AS Hydroph. AS Hydroph. AS Hydroph. AS Hydroph. AS Hydroph. AS Hydroph.

Cox17 Y% 0,02 KPE -1,79 RDT 2,70 ILF 1,87 SEK -2,00 KEF -1,11 YKE -1,70 MKG -0,68
Mia40 HGP -0,30 GEE -1,08 AFS 0,60 FVY 1,17 GID 0,17 VEK -1,20 MQD -1,15 FRK 2,29
Petl191 VAS 0,53 KDQ 2,51 VAI 1,52 LQR -2,00 PEL -0,20 IAQ 0,29 FLD 0,42 KRG 2,74
Cox19 DGE -1,20 TKY -1,26 YLK -0,55 MQL 0,10 AMN -0,10 RLL -0,74 YLR -1,25 RMD 2,26
Mdm35 | APE -0,40 TDL -0,37 YDS -0,96 FNE -0,65 ENE -1,90 SKQ -2,05 YTT -0,34 VNA 0,15
Micl7 GRT -1,80 EID -0,61 FTR -1,37 LDE -0,81 FQI 0,65 DYY -0,68 LKA -0,32 QEA -1,06
Mrpl0 ANK -1,50 LVL 1,60 LLQ 0,37 WSS -0,15 SPK -1,40 AGL -0,69 LKS -0,83 TSE -1,06
Som1 QTN -1,50 RLK 2,37 QWE -0,94 QFK -1,18 EYV -0,10 SPF 0,28 FEH -0,41 IAP 0,91
Cox23 YDP -0,80 EES -1,50 SFQ 0,34 LER -1,89 RSK -3,20 QEY -1,29 YRE 2,40 KKQ 2,89
Cmcl YKK 22,20 ANF 0,22 MAD -0,20 AKA -0,90 FPT 0,36 DKQ 2,50 MKS -1,10 LLF 1,67
Cmc2 FHS -0,10 LDF 0,42 LDK -1,29 HQK -2,19 FGL 1,30 NNE -1,90 LNK -1,21 LKE -1,19
Cmc3 KTG -1,10 YVE -0,06 LQL 0,37 HAE -0,77 WRQ -2,10 FNE -0,65 FRK 2,29 WEK -1,35
Emil T™MS -0,20 REA 2,17 LTS 0,09 YSI 0,49 FTS 0,17 DKQ 2,50 FKF 0,12 IIH 1,06
Summe -11,0 -11,5 -5.41 -6,82 83 -14,7 -12,5 -11,7
ORest -0,28 -0,16 -0,29 0,31

Fiir die Analyse wurden die Sequenzen der von Longen et al. (Longen et al., 2009) beschriebenen CXyC-Proteine aus S. cerevisiae verwendet. Angegeben sind die
drei Aminoséduren (AS) vor bzw. nach einem Cystein, sowie deren unter Verwendung der Eisenberg Skala (Eisenberg et al., 1984) berechneten Hydrophobiziédten
(Hydroph.). Es sind zusitzlich die Summen iiber alle Proteine, sowie die durchschnittliche Hydrophobizitét pro Rest (Dg.s;) angegeben. Die Sequenz mit der groften
Hydrophobizitit innerhalb eines Proteins ist rot markiert.
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3.4 Die konformationelle Faltung des Substrats ist die Triebkraft fiir die Oxidation

durch Mia40

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten kinetischen Analysen der Interaktion von Mia40 und
Cox17* zeigten, dass Mia40 hoch dynamische Komplexe mit dem reduzierten Substrat bildet.
AnschlieBend folgt eine schnelle Ausbildung des kovalenten, gemischten Disulfids zwischen
Mia40 und Cox17*, die durch die Wechselwirkung hydrophober Oberfldchen gesteuert wird.
Auf die Ausbildung des gemischten Disulfids folgt dessen Auflésung durch Angriff eines
weiteren Cysteins des Substrats, woraufhin das Substrat in oxidiertem Zustand freigesetzt
wird (Abbildung 6). Um diesen Prozess zu untersuchen, wurden Cox17*-Varianten
verwendet, die beide Disulfide, oder mit Cox17*sginnen nur das innere Disulfid (Cys36, Cys47)
bzw. mit Cox17*gssaupen Nur das dullere Disulfid (Cys26, Cys57) enthalten (Kapitel 3.1,
Abbildung 7).

3.4.1 Ein Uberschuss an Mia40 oxidiert Cox17 vollstiindig

Zunichst wurde der Verlauf der Oxidation von Cox17* mit beiden Disulfiden durch Mia40
untersucht. Es wurde ein 2,5-facher Uberschuss an Mia40 gegeniiber dem reduzierten Substrat
gewdhlt, so dass die vollstdndige Oxidation beider Disulfide in Cox17* moglich ist. Beide
Proteine wurden gemischt und die Reaktion zu verschiedenen Zeitpunkten durch Zugabe der
Alkylierungsmittel lodacetat oder Iodacetamid gestoppt. AnschlieBend wurden die Proben
durch nicht denaturierende Gelelektrophorese analysiert. Da hier die Auftrennung im
Gegensatz zur SDS-PAGE nicht nur nach Grof3e, sondern auch nach Ladung erfolgt, konnen
verschiedene Faltungs- und Oxidationszustinde eines Proteins unterschieden werden,
insbesondere wenn durch die Modifikation von Cysteinen durch lodacetat zusitzliche
negative Ladungen eingefiihrt werden. Auf diese Weise konnen reduziertes und oxidiertes
Mia40, sowie Cox17* mit unterschiedlicher Anzahl an Disulfiden unterschieden werden
(Abbildung S 11). Es wurde fiir die Analyse verschiedener Cox17*-Varianten jeweils das
Alkylierungsmittel gewdhlt, das die beste Unterscheidung der oxidierten und reduzierten
Spezies ermoglicht.

Es zeigte sich, dass gereinigtes Mia40 unter in vitro Bedingungen ohne zusétzliche Faktoren
in der Lage ist reduziertes Cox17* zu oxidieren, wie bereits zuvor fiir Cox17 und weitere
Substrate gefunden worden war (Banci et al., 2009; Bien et al., 2010; Bourens et al.). Die
Interaktion zwischen Mia40 und reduziertem Cox17* erfolgt sehr schnell und es kann bereits
nach 5 s kein reduziertes Substrat mehr detektiert werden (Abbildung 21 a). Dies stimmt mit
den Ergebnissen der kinetischen Analyse der Ausbildung des gemischten Disulfids iiberein.
Hier wurde gezeigt, dass die Reaktion aller Cysteine in Cox17* mit Mia40, mit Ausnahme
von Cys26, mit apparenten Raten zwischen 4 s und 53 s™ in der Totzeit der manuellen
Mischung ablduft (Abbildung 12). Dies legt nahe, dass in reduziertem Cox17* Cys26 nicht an

der initialen, kovalenten Komplexbildung mit Mia40 beteiligt ist.
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Abbildung 21: Oxidation von Cox17*-Varianten durch Mia40. Es wurden je 20 uM reduziertes (a)
Cox17*, (b) Cox17*ssaupen und (c¢) Cox17*sgimmen mit 50 uyM Miad40 bei 15 °C in 0,1 M
Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die Reaktion
durch Zugabe von lodacetamid (a,c) bzw. lodacetat (b) blockiert und die Proben durch native PAGE
analysiert. (d) Die Bandenintensititen der oxidierten Formen von Cox17* (@) und Cox17*ssuugen (H),
sowie der gemischten Disulfide aus Mia40 und Cox17* (O) bzw. Cox17*ssaupen (0) aus den
Teilabbildungen a und b wurden mit dem Programm ImageJ bestimmt und gegen die Reaktionszeit
aufgetragen.

Um die Kinetik der Oxidation besser analysieren zu kdnnen, wurden die Bandenintensitéten
densitometrisch ausgewertet. Es muss jedoch beachtet werden, dass die verschiedenen
Proteine unterschiedliche Férbeeigenschaften besitzen und auch innerhalb einer Spezies die

Féarbung nicht linear mit der Konzentration korreliert sein muss und daher Quantifizierungen
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nicht eindeutig moglich sind. Schon nach 5 s konnte oxidiertes Cox17* nachgewiesen
werden. Die Auftragung der Bandenintensitit von oxidiertem Cox17* zeigte, dass bereits
nach ca. 2 min der GroBteil des Substrats durch Mia40 oxidiert wurde und die weitere
Zunahme nur langsam erfolgt (Abbildung 21 d).

Neben den Ausgangs- und Endprodukten der Reaktion konnte auch das gemischte Disulfid
zwischen Mia40 und Cox17* als Reaktionsintermediat auf dem Gel detektiert werden. Um
den kovalenten Komplex zu identifizieren wurde die Bande aus dem Gel ausgeschnitten und
anschliefend durch SDS-PAGE analysiert. Hierdurch wurde gezeigt, dass diese Spezies durch
Reduktionsmittel in die Komponenten Cox17* und Mia40 gespalten wird und es sich
tatsdchlich um eine kovalente Bindung zwischen Mia40 und Cox17* handelt (Abbildung S
12). Das gemischte Disulfid ist bereits in der ersten Probe nach 5 s deutlich zu erkennen. Im
Verlauf der Reaktion nimmt die Bandenintensitit ab, jedoch langsamer, als die Zunahme der
Bande von oxidiertem Cox17* (Abbildung 21 d). Eine Erklarung hierfiir wére, dass durch die
schlechten Firbeeigenschaften von Cox17* geringe Anderungen in der Zunahme der
oxidierten Spezies nicht aufgeldst werden.

Werden beide Disulfide in einer sequentiellen Reaktion mit Mia40 in das Substrat eingefiihrt,
so miisste als Reaktionsintermediat teiloxidiertes Cox17* mit einem Disulfid frei werden.
Eine solche Spezies konnte auf dem Gel nicht detektiert werden, was jedoch auch daran
liegen kann, dass die Weiterreaktion dieses Proteins mit Mia40, oder O; so schnell ist, dass es
in diesen Experimenten nicht isoliert werden kann.

Oberhalb der Bande des gemischten Disulfids ist eine zweite, deutlich schwichere Bande zu
erkennen, die bereits nach ca. 1 min verschwunden ist. Diese Bande konnte nicht zugeordnet
werden, das Laufverhalten deutet jedoch darauf hin, dass es sich ebenfalls um ein gemischtes
Disulfid handelt, das beispielsweise iiber ein alternatives Cystein des Substrats gebildet wird.
Eine weitere Moglichkeit wére, dass es sich hierbei um das initiale Intermediat mit dem
reduzierten Substrat handelt, wahrend die untere Bande das zweite gemischte Disulfid mit
dem teiloxidierten Cox17 darstellt, das zum volloxidierten Protein fiihrt.

Werden die Proben nicht durch Iodacetamid, sondern durch Iodacetat modifiziert, konnen
wegen der zusitzlich eingefiihrten negativen Ladungen auch oxidiertes und reduziertes Mia40
unterschieden werden (Abbildung S 13 a). Durch die Oxidation von Cox17* wird reduziertes
Mia40 freigesetzt, dessen Bande iiber ca. 5 min konstant ist und dann abnimmt, wobei parallel
die Bande von oxidiertem Mia40 zunimmt. Vermutlich wird das katalytische Disulfid von
Mia40 in diesem Zeitbereich durch Reaktion mit Sauerstoff reoxidiert.

Um zu bestimmen in welcher Reihenfolge die beiden Disulfide durch Mia40 eingefiihrt
werden, wurde auch die Oxidation der Eindisulfidvarianten untersucht. Reduziertes
Cox17ssausen reagiert ebenfalls vollstdndig innerhalb von 5 s mit Mia40 unter Ausbildung des
gemischten Disulfids (Abbildung 21 b). Dies deutet an, dass die Reaktion mit Cys57 aus dem
Substrat stattfindet, da Cys26 mit einer apparenten Rate von 0,12 s™ so langsam reagiert, dass
der Zeitverlauf auf dem Gel sichtbar sein sollte (Abbildung 12). Das gemischte Disulfid wird
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dann unter Freisetzung des oxidierten Substrats aufgelost. Der Zeitverlauf, der
densitometrisch filir die Zunahme des oxidierten Substrats und die Abnahme des gemischten
Disulfids ermittelt wurde, ist anndhernd gleich wie fiir Cox17* (Abbildung 21 d). Dies deutet
darauf hin, dass die Bildung der dueren Disulfidbriicke geschwindigkeitsbestimmend ist und
sich demnach das innere Disulfid sehr schnell bildet.

Auch reduziertes Cox17*ssinnen bildet das gemischte Disulfid mit Mia40 extrem schnell
(Abbildung 21 c). Im Gegensatz zu Cox17* und Cox17*ssausen bleibt das gemischte Disulfid
zwischen Cox17*gssinnen Und Mia40 iiber den gesamten Zeitbereich des Experiments konstant.
Ob oxidiertes Cox17*gginen frei wird ist nicht mit Sicherheit zu sagen, da die Banden des
oxidierten Substrats und Mia40 ein annéhernd gleiches Laufverhalten zeigen. Die Analyse der
Reaktion unter Verwendung von lodacetat als Alkylierungsmittel zeigt jedoch, dass
reduziertes Mia40 frei wird, so dass eine Oxidationsreaktion stattgefunden haben muss
(Abbildung S 13 b). Zusitzlich bildet sich eine diffus laufende Bande, die keiner der
Referenzbanden entspricht und in den Experimenten mit Cox17* und Cox17*ssaupen nicht
sichtbar war. Das Laufverhalten dieser Bande &dndert sich nicht, wenn statt lodacetat
Iodacetamid als Abstoppreagens verwendet wird, was dafiir spricht, dass diese Spezies keine
freien Cysteine aufweist. Diese Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und durch SDS-
PAGE analysiert. Auch auf dem SDS-Gel bildete sich eine sehr diffuse Bande, deren
Laufweite eher der von Mia40, als der von Cox17*sgimen €ntspricht. Eine sichere Zuordnung
dieser Bande war jedoch nicht moglich (Abbildung S 14).

Zusammenfassend zeigen die Experimente zur Oxidation der Cox17*-Varianten mit
unterschiedlicher Disulfidverbriickung durch Mia40, dass sich in allen Féllen die gemischten
Disulfide zwischen Enzym und Substrat extrem schnell ausbilden und nur langsam wieder
aufgelost werden. Fiir Cox17*gsinnen bleibt das kovalente Intermediat sogar iiber den gesamten
Zeitbereich von 90 min nachweisbar. Die oxidierten Formen von Cox17* und Cox17*ssaugen
bilden sich dhnlich schnell, was auf einen gemeinsamen geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt hindeutet. Cox17*ssimnen kann von Mia40 nicht ohne weiteres oxidiert werden und ein
Grofiteil des Substrats bleibt kovalent an Mia40 gebunden. Hierfiir gibt es zwei mogliche
Erkldrungen. Zum einen kann es sein, dass das gemischte Disulfid zwischen Mia40 und
Cox17*ssinnen nicht aufgelost werden kann. Dies ist jedoch eher unwahrscheinlich, da diese
Reaktion auch wéhrend der Oxidation von Cox17* ablaufen muss. Weiterhin ist das
Substratcystein 47, das am gemischten Disulfid zwischen Mia40 und Cys36 aus Cox17*
angreift, nur wenige Reste entfernt was die Reaktion erleichtern sollte. Eine plausiblere
Erklarung ist, dass zwar oxidiertes Cox17*gssinnen gebildet wird, dieses jedoch von Mia40 als
nicht nativ gefaltet erkannt und daher wieder angegriffen wird. Dies wiirde implizieren, dass
Miad40 eine Korrekturlesefunktion besitzt, iiber die nicht nativ gefaltete Proteine erkannt

werden.
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3.4.2 Mia40 differenziert zwischen vollstindig und teilweise oxidierten Substraten

Da eine Korrekturlesefunktion von Mia40 bisher nicht bekannt ist, wurde untersucht, ob
Cox17*ssinnen nNicht aus dem gemischten Disulfid mit Mia40 freigesetzt werden kann, oder ob
gebildetes oxidiertes Cox17*gsinnen Wieder mit Mia40 reagiert. Eine solche Reaktion wiirde
durch den Angriff eines Cysteins des reduzierten katalytischen Disulfids von Mia40 am
Disulfid des Substrats erfolgen. Daher wurde analysiert, ob die oxidierten Cox17*-Varianten
in Anwesenheit von reduziertem Mia40 stabil sind. Es wurden je 20 uM reduziertes Mia40
und Cox17* inkubiert, die Reaktion zu verschiedenen Zeitpunkten durch Iodacetamid
abgestoppt und die Proben durch native PAGE analysiert. Es zeigte sich, dass reduziertes
Mia40 nicht mit vollstdndig oxidiertem Cox17* reagiert (Abbildung 22 a). Der Grund hierfiir
ist, dass das Substrat stabil gefaltet vorliegt. Dies fithrt zum einen dazu, dass keine
hydrophoben Oberflichen exponiert sind, die an die hydrophobe Furche von Mia40 binden
konnen (Abbildung 8, Abbildung 10). Zum anderen sind die nativen Disulfide im Inneren des
Proteins verborgen und mit einem Reduktionspotential von -340 mV sehr stabil (Voronova et
al., 2007).
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Abbildung 22: Reaktion von reduziertem Mia40 mit Cox17*-Varianten. Es wurden 20 uM reduziertes
Mia40 mit 20 pM oxidiertem Cox17* (a), Cox17*ssaupen (b) und Cox17*ssimen (c) bei 15 °C in
0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 inkubiert. Zu verschieden Zeitpunkten wurde die
Reaktion durch Zugabe von lodacetamid blockiert und die Proben durch native PAGE analysiert.
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Wihrend also volloxidiertes Cox17* gegeniiber der Reduktion durch reduziertes Mia40 inert
ist, bilden beide Eindisulfidvarianten von Cox17* gemischte Disulfide mit reduziertem Mia40
aus (Abbildung 22 b,c). Die Intensitdt der Bande des gemischten Disulfids mit Cox17*ssinnen
ist deutlich hoher, als die von Cox17*ssaugen. Dies liegt vermutlich daran, dass oxidiertes
Cox17*ssaupen nativ dhnlich gefaltet ist, wiahrend Cox17*ssimen nur teilgefaltet vorliegt und
damit das Disulfid durch die Proteinstruktur kaum stabilisiert werden kann (Abbildung 8).
Bindungsstudien hatten zuvor gezeigt, dass oxidiertes Cox17*ssinnen Noch mit guter Affinitét
an Mia40 bindet (Abbildung 10 d), was die Bildung des gemischten Disulfids durch Angriff
eines Cysteins aus Mia40 an der Disulfidbriicke des Substrats erleichtert.

Dieses Experiment liefert Hinweise darauf, dass die langlebigen gemischten Disulfide bei der
Oxidation der Coxl17*-Varianten nicht allein durch die langsame Auflosung durch ein
Substratcystein zustande kommen konnten. Sie konnen auch ein Zeichen dafiir sein, dass
wihrend der Katalyse teil-, oder fehlgefaltete Cox17*-Spezies entstehen, die von reduziertem
Mia40 als nicht korrekt gefaltet erkannt und daher wieder angegriffen werden. Reduziertes
Mia40 bildet nicht nur gemischte Disulfide mit teiloxidierten Substraten, sondern kann auch
die reduzierten Formen von Cox17*ssaugen Und Cox17*ssinnen freisetzen. Dies zeigt, dass
Mia40 als Reduktase wirken kann, was eine Grundbedingung fiir Disulfidisomeraseaktivitit
ist.

Teiloxidierte Substrate sind in Anwesenheit von reduziertem Mia40 nicht stabil und werden
kovalent gebunden. Dieser Prozess beeinflusst die in Abbildung 21b und c gezeigten
Reaktionskinetiken und fiihrt dazu, dass Cox17*ssimen nicht effizient oxidiert wird. Um die
Oxidation der Eindisulfidvarianten von Cox17* durch Mia40 ohne weitere Einfliisse
beobachten zu konnen, wurde sie in Anwesenheit der Sulfhydryloxidase Ervl untersucht.
Ervl ist ein FAD-haltiges Enzym, das im mitochondrialen Intermembranraum reduziertes
Miad40 reoxidiert. Unter den gewédhlten Reaktionsbedingungen ist ausreichend oxidiertes
Mia40 vorhanden um Cox17* vollstindig zu oxidieren, so dass die Regeneration durch Ervl
fiir die Katalyse nicht notwendig ist. Jedoch wird durch Ervl das entstehende reduzierte
Miad40 nach der Reaktion mit Cox17* effizient reoxidiert, so dass der Angriff an den
oxidierten Eindisulfid-Cox17*-Varianten verhindert wird.

Die Oxidation von Cox17* durch Mia40 wird durch die Anwesenheit von Ervl nicht
beeinflusst (Abbildung S 15), da vollstindig oxidiertes Cox17* stabil gefaltet ist und ohnehin
nicht mehr mit reduziertem Mia4(0 reagiert. Im Gegensatz hierzu zeigen sich deutliche
Unterschiede fiir die Oxidation der Variante mit der duBeren Disulfidbriicke. Hier 16st sich
das gemischte Disulfid in Anwesenheit von Ervl (Abbildung 23 a) unter Bildung von
oxidiertem Cox17*ssaupen Schneller auf, als ohne die Sulthydryloxidase (Abbildung 23 b).
Dies bedeutet, dass die langlebigen gemischten Disulfide in Abwesenheit von Ervl durch
Reaktion von reduziertem Mia40 mit oxidiertem Cox17*ssaugen e€ntstechen und die reine
Oxidationsreaktion schneller ist, als auf dem Gel sichtbar. Es zeigt weiterhin, dass das

gemischte Disulfid nicht iiber 90 min erhalten bleibt, sondern sich ein dynamisches
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Gleichgewicht zwischen gemischtem Disulfid und oxidiertem Cox17 bzw. reduziertem Mia40
einstellt. Fir Cox17*gsimen konnte kein Einfluss von Ervl auf den Verlauf der Oxidation
detektiert werden. Die Bande des gemischten Disulfids ist nach wie vor stark ausgepréigt und
iiber 90 min stabil. Auch die zusétzliche diffuse Bande tritt wieder auf. Moglicherweise ist die
Interaktion zwischen reduziertem Mia40 und Cox17*ssinen Schneller, als die Reoxidation von
reduziertem Mia40 durch Ervl, so dass ein Angriff am oxidierten Substrat nicht unterdriickt

werden konnte.
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Abbildung 23: Oxidation von Cox17*-Varianten durch Mia40 in Gegenwart von Ervl. Es wurden je
50 uM Mia40 mit (a) 20 uM reduziertem Cox17*ssaugen, (b) 20 uM reduziertem Cox17*ssuupen und
1 uM Ervl, (c) Cox17*ssinmen und (d) 20 pM reduziertem Cox17*sginnen und 1 uM Ervl bei 15 °C in
0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7.4 inkubiert. Zu verschieden Zeitpunkten wurde die
Reaktion durch Zugabe von lodacetamid blockiert und die Proben durch native PAGE analysiert.
Teilabbildungen (a) und (c) entsprechen Abbildung 21 (b) und (¢).
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3.4.3 Katalytische Mengen Mia40 oxidieren Cox17 in Anwesenheit von Ervl

Unter den bisher gewihlten experimentellen Bedingungen lag Mia40 in groBem Uberschuss
gegeniiber dem Substrat und Ervl vor, so dass reduziertes Mia40 vermutlich nicht schnell
genug reoxidiert wurde um eine Reaktion mit den teiloxidierten Cox17*-Varianten komplett
zu verhindern. Daher wurde in weiteren Experimenten Mia40 gegeniiber Cox17* im
Unterschuss eingesetzt. Die geringeren Konzentrationen fithren dazu, dass weniger
reduziertes Mia40 entsteht, das wiederum schneller durch Erv1 reoxidiert werden kann. Hinzu
kommt, dass die Regeneration durch Ervl nun essentiell ist, um ausreichend aktives Mia40
fiir die vollstindige Oxidation von Cox17* zu generieren.

Cox17* und Cox17*ssausen Werden durch katalytische Mengen Mia40 in Anwesenheit von
Ervl vollstdndig oxidiert (Abbildung 24 a,b). Das gemischte Disulfid bildet sich wiederum
sehr schnell und die Bandenintensitit bleibt bis ca. 14 min konstant (Abbildung S 16 a,b).
Ebenfalls bis ca. 14 min kann reduziertes Cox17* nachgewiesen werden, das mit Mia40
erneut gemischte Disulfide bildet, sobald das reduzierte Mia40 durch Erv1 reoxidiert wurde.
Somit wird laufend neues kovalentes Intermediat produziert. Ist das gesamte reduzierte
Substrat verbraucht, nimmt auch die Bandenintensitit des gemischten Disulfids ab. Die
Freisetzung der oxidierten Substrate aus dem kovalenten Komplex mit Mia40 ist fiir Cox17*
und Cox17*ssausen anndhernd gleich schnell (Abbildung 24 d).

Unter den gewdhlten katalytischen Bedingungen konnte erstmals die Oxidation von
Cox17*ssinnen beobachtet werden (Abbildung 24 ¢, d). Obwohl oxidiertes Cox17*sginnen auf
der gleichen Hohe lduft wie Mia40, kann hier die Aussage getroffen werden, dass eine
Oxidation stattgefunden hat, da die vorliegende Bande eine zu starke Intensitit aufweist um
allein auf 5 uM Mia40 zuriickzufilhren zu sein. Dies zeigt, dass die Oxidation von
Cox17*ssinnen per se moglich ist und in den vorherigen Experimenten unter stochiometrischen
Bedingungen reduziertes Mia40 das bereits gebildete Disulfid im Substrat wieder aufloste.
Das gemischte Disulfid zwischen Cox17*gssinnen und Miad0 zeigt ebenfalls zu Beginn der
Reaktion eine konstante Intensitét, so lange es durch reduziertes Substrat immer wieder neu
gebildet werden kann (Abbildung S 16 c). Ab ca. 20 min nimmt die Bandenintensitit ab,
allerdings wird die Bande nicht vollstindig aufgelost wie fiir Cox17* und Cox17*ssaugen
beobachtet worden war. Dies liegt vermutlich daran, dass reduziertes Mia40 durch Erv1 nicht
schnell genug reoxidiert wird, um den Angriff an oxidiertem Cox17*ssinen komplett zu
verhindern. Auch die diffus laufende Bande, die bereits wihrend der Katalyse durch
stochiometrische Mia40-Konzentrationen beobachtet wurde, trat wieder auf. Sie ist erstmals
ab 10 min sichtbar, nimmt bis ca. 20 min an Intensitdt zu und bleibt dann konstant (Abbildung
S 16 ¢).
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Abbildung 24: Oxidation von Cox17*-Varianten durch Mia40 und Erv1. Es wurden 20 uM reduziertes
(a) Cox17*, (b) Cox17*ssaupen Und (¢) Cox17*ssinnen Mit 5 uM Mia40 und 1 uM Ervl bei 15 °C in
0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 inkubiert. Zu verschieden Zeitpunkten wurde die
Reaktion durch Zugabe von lodacetamid blockiert und die Proben durch native PAGE analysiert. (d)
Die Bandenintensititen der oxidierten Formen von Cox17* (@), Cox17*ssaupen (O ) und Cox17*ssinnen

(O) aus den Teilabbildungen a bis ¢ wurden mit dem Programm ImageJ bestimmt und aufgetragen.
Die Intensititen der anderen Banden sind in Abbildung S 16 gezeigt.

Die Oxidation von reduziertem Cox17* und Cox17*ssaugen durch stéchiometrische Mengen
Mia40 hatte bereits darauf hingedeutet, dass beide Reaktionen einen gemeinsamen
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt haben (Abbildung 21 d). Auch bei der Oxidation
dieser Proteine im katalytischen Regime nimmt die Bandenintensitit der beiden oxidierten

Spezies anndhernd gleich schnell zu, was die anfingliche Beobachtung bestitigt (Abbildung
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24 d). Demnach ist die Bildung des dufleren Disulfids eher langsam, was daran liegen kann,
dass die Cysteine 26 und 57, die oxidiert werden miissen, in der Proteinkette weit voneinander
entfernt sind. Die Oxidation des inneren Disulfids spielt fiir den Zeitverlauf der Oxidation von
Cox17* keine Rolle und muss daher schnell sein. Tatsdchlich zeigt die densitometrische
Auswertung der Oxidation von Cox17*gsinmen €ine deutlich schnellere Freisetzung des
oxidierten Substrats, als fiir die beiden anderen Cox17*-Varianten. Dieses Ergebnis
unterstiitzt die Annahme, dass Mia40 die beiden Disulfide in Cox17* sequentiell einfiihrt,
wobei zuerst das innere Disulfid und dann das duflere Disulfid gebildet wird. Die Reihenfolge
wird zum einen durch die sehr schnelle Ausbildung des gemischten Disulfids zwischen Mia40
und Cys36 aus Cox17* gesteuert und zum anderen durch die schnelle Freisetzung des
Substrats mit dem inneren Disulfid, da die lokale Konzentration der Cysteine 36 und 47 des

Substrats wegen der Ndhe in der Aminosduresequenz grof3 ist.

3.4.4 Mia40 ist eine Disulfidisomerase

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass Mia40 reduziertes Cox17* in vitro im katalytischen
und stochiometrischen Regime korrekt oxidieren kann. Auch die Eindisulfidvarianten von
Cox17* werden oxidiert, jedoch nach der Katalyse als nicht nativ gefaltet erkannt und von
reduziertem Mia40 wieder unter Bildung des gemischten Disulfids angegriffen. Aus diesem
gemischten Disulfid wird zum Teil reduziertes Substrat freigesetzt (Abbildung 22 b, c).
Demnach hat Mia40 zumindest eine rudimentire Korrekturlese-Funktion, die anhand des
Faltungszustands des Substrats den korrekten Oxidationszustand erkennen kann.

Es stellte sich nun die Frage, ob Mia40 eine reine Thioloxidase ist, wie beispielsweise DsbA,
oder wie PDI auch Disulfidisomerasefunktion besitzt, d.h. ob nicht native Disulfide in
korrekte Verbriickungen umgewandelt werden kdnnen. In diesem Zusammenhang sollte auch
untersucht werden, ob Mia40 nicht native Disulfide in Cox17* ecinfithren kann, oder ob
spezifisch die nativen Disulfide gebildet werden, beispielsweise vorgegeben durch eine frithe
Helixbildung im reduzierten Substrat.

Cox17* enthidlt vier Cysteine, die drei verschiedene vollstindig oxidierte Spezies bilden
konnen. Die Strukturen von nativem und den beiden nicht nativen oxidierten Proteine sind
schematisch in Abbildung 25 gezeigt.

Um zu untersuchen, ob Mia4(0 nicht korrekte Disulfide bilden kann wurden Cox17%*-
Varianten hergestellt, die zwei Cysteine besitzen, die im nativen Protein nicht verkniipft sind.
Eine Variante enthdlt mit Cys26 und Cys36 Reste, die in derselben Helix liegen
(Cox17*6c36c), in der anderen Variante liegen die Cysteine 36 und 57 (Cox17*36cs7¢) in der
Peptidkette weiter voneinander entfernt. Die CD-Spektren der beiden Proteine zeigen, dass

diese auch in der oxidierten Form entfaltet vorliegen (Abbildung S 17).
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Abbildung 25: Moégliche Disulfidverbriickungen in Cox17*. Gezeigt ist die Struktur von Cox17* aus
S. cerevisiae mit (a) den nativen Disulfiden und (b, c) den beiden moglichen Kombinationen von
nicht nativen Disulfiden, dargestellt als gelbe Linien. Die Cysteine sind gemill der
Aminosduresequenz nummeriert. Die Abbildung wurde mit dem Programm PyMol und dem pdb-
Eintrag 1U97 erstellt.

Beide reduzierten Cox17*-Varianten bilden, wie schon fiir andere Cox17*-Varianten
beobachtet, extrem schnell das kovalente Intermediat mit Mia40 aus (Abbildung 26).
Auffallend bei der Betrachtung der Banden des gemischten Disulfids ist, dass sich fiir
Cox17*y6c36c nur ein kovalentes Intermediat bildet (Abbildung 26 a), wihrend im Fall von
Cox17*36c57¢c zwei Banden sichtbar sind (Abbildung 26 b). Aus der Analyse der Kinetik der
Ausbildung des gemischten Disulfids fiir die einzelnen Cysteine ist bekannt, dass Cys26
extrem unreaktiv ist und daher vermutlich keinen Anteil am kovalenten Intermediat besitzt.
Daher bildet sich fiir die Variante Cox17*y¢c36c nur ein kovalenter Komplex iiber Cys36.
Cys57 reagiert mit einer apparenten Rate von ca. 10 s™ zwar deutlich langsamer als Cys36 mit
ca. 55 5™ (Tabelle 3), ist jedoch nicht so stark beeintrichtigt, dass eine Reaktion mit Mia40
unter den gewéhlten Bedingungen nicht auftritt. Daher konnten die beiden Banden, die fiir
Cox17*36cs57¢c sichtbar sind auf die Bildung eines Komplexes mit Cys36 und Cys57
zuriickzufiihren sein, wobei die stirkere, obere Bande vermutlich dem gemischten Disulfid
mit Cys36 entspricht.

Aus dem gemischten Disulfid zwischen Mia40 und Cox17*yc36c wird oxidiertes
Cox17*56c36c mit der nicht nativen Disulfidbriicke freigesetzt (Abbildung 26 a), die Oxidation
ist jedoch nicht vollstindig und das gemischte Disulfid bleibt iiber den gesamten Zeitraum des
Experiments erhalten. Dies liegt vermutlich daran, dass oxidiertes Cox17*ysc36c entfaltet ist
und daher, genau wie Cox17*gssinnen, Weiterhin mit reduziertem Mia40 zuriick zum gemischten
Disulfid reagiert. Fiir Cox17*36cs7¢c wurde keine Oxidation beobachtet (Abbildung 26 b).
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Abbildung 26: Oxidation von Cox17*-Varianten durch Mia40 und Erv1. Es wurden 20 pM reduziertes
(a) COX17*26c36C und (b) COX17*36c57C mit 5 HM Mia40 und 1 ].,lM Ervl bei 15 °C in
0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 inkubiert. Zu verschieden Zeitpunkten wurde die
Reaktion durch Zugabe von lodacetamid blockiert und die Proben durch native PAGE analysiert.

Die Analyse der Oxidation von Cox17*-Varianten, die je zwei Cysteine enthalten, die im
nativen Protein nicht verkniipft sind ergab, dass Mia40 falsche Disulfide in Cox17* einfiihren
kann. Allerdings ist dieser Prozess limitiert. So kénnen die beiden sequentiellen Cysteine an
Position 26 und 36 mit guter Effizienz oxidiert werden. Die weit voneinander entfernt
liegenden Cysteine 36 und 57 werden dagegen nicht verkniipft, moglicherweise weil die
Auflosung des gemischten Disulfids durch Angriff des zweiten Substratcysteins wegen der
groflen Entfernung der Reste voneinander erschwert ist.

Da Mia40 wihrend der Katalyse also auch nicht native Disulfide bilden kann, stellte sich die
Frage ob Mia40 auch Disulfidisomerasefunktion besitzt, um diese nicht nativen
Verbriickungen auflésen und erneut oxidieren zu konnen. Um dies zu untersuchen musste
zunichst fehlverbriicktes Cox17* (scrambled Cox17*, scCox17%*) hergestellt werden. Dies ist
moglich, indem reduziertes Cox17* in Anwesenheit des Denaturierungsmittels GdmCl durch
Glutathion oxidiert wird. Da das Protein in entfaltetem Zustand gehalten wird kann die
Sekundarstruktur die oxidative Faltung nicht steuern und es bilden sich zuféllig Disulfide aus,

praferentiell zwischen benachbarten Cysteinen.
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Abbildung 27: Charakterisierung von fehlverbriicktem Cox17*. (a) Es wurde die Reaktion von je
5 uM Cox17*36c (—), bzw. nativem (—) und fehlverbriicktem (—) Cox17* mit 50 pM DTNB
anhand der Absorptionsianderung bei 412 nm in 0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei
15 °C verfolg. (b) Die verschiedenen Cox17-Spezies lassen sich durch nicht reduzierende SDS-PAGE
trennen. Es wurde natives Cox17* (1), Cox17*ssimen (2), Cox17*ssaupen (3) und scCox17* (4)
aufgetragen, wobei die Proben vor dem Auftragen nicht gekocht wurden.

Das CD-Spektrum von fehlverbriicktem Cox17* zeigt, dass es sich um ein entfaltetes Protein
handelt, da die falsche Disulfidverbriickung die Ausbildung der nativen Helices verhindert
(Abbildung S 17). Dass es sich tatsdchlich um fehlverbriicktes und nicht etwa um reduziertes
Cox17* handelt wurde anhand der Reaktion mit DTNB iiberpriift. Freie Thiole, wie im
reduzierten Protein, reagieren mit DTNB und fiihren zu einer Zunahme der Absorption bei
412 nm (Abbildung 14 a). Fiir scCox17* konnte jedoch keine Absorption bei 412 nm
beobachtet werden, was bedeutet, dass alle Cysteine oxidiert vorliegen (Abbildung 27 a). Um
eine Analysemethode zur Unterscheidung von nativem und fehlverbriicktem Cox17* wihrend
der Oxidation durch Mia40 zu finden, wurde das Laufverhalten wihrend einer SDS-PAGE
untersucht (Abbildung 27 b). Cox17*, die Eindisulfidvarianten und fehlverbriicktes Cox17*
konnen auf dem Gel voneinander getrennt werden. Die Proben wurden vor dem Auftragen
nicht gekocht, so dass in den Proteinen eine Reststruktur erhalten bleibt, was zu
unterschiedlicher Bindung von SDS und damit verdnderten Laufweiten fiihren kann. Wird
reduziertes Cox17* unter denaturierenden Bedingungen oxidiert, so bildet sich nur ein sehr
geringer Teil an nativem Protein. Den groBten Anteil machen also die in Abbildung 25 b und
c gezeigten fehlverbriickten Spezies von Cox17* aus.

Zunichst wurde untersucht, ob fehlverbriicktes Cox17* durch Glutathion isomerisiert werden
kann. Hierzu wurde scCox17* mit einer Mischung aus 3 mM reduziertem und 0,3 mM
oxidiertem Glutathion inkubiert. GSH reduziert die falschen Disulfide, woraufthin die
Cysteine erneut durch GSSG oxidiert werden koénnen. Da ein Uberschuss an GSH vorliegt
sind die neu gebildeten Disulfide nur stabil, wenn es sich um die thermodynamisch giinstigen,
korrekten Verbriickungen handelt, weshalb schlieBlich nur das native Protein akkumuliert.
Anhand der Analyse iiber SDS-PAGE konnte gezeigt werden, dass fehlverbriicktes Cox17*

unter den gewdhlten Bedingungen durch eine Mischung aus reduziertem und oxidiertem
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Glutathion innerhalb von ca. 2 h komplett in den nativen Zustand iiberfiihrt wird (Abbildung
28 a).

sek min h
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Abbildung 28: Isomerisierung von fehlverbriicktem Cox17. Es wurden 30 uM fehlverbriicktes Cox17
mit (a) 0,3 mM GSSG und 3 mM GSH, (b) 10 uM oxidiertem bzw. (c) 10 uM reduziertem Mia40 bei
15 °C in 0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7.4 inkubiert. Zu verschieden Zeitpunkten wurde
die Reaktion durch Zugabe von lodacetat blockiert und die Proben durch nicht reduzierende SDS-
PAGE analysiert.

Nachfolgend wurde untersucht, ob Mia40 Isomerasefunktion besitzt. Es wurden 30 uM
scCox17 mit je 10 puM oxidiertem bzw. reduziertem Mia4(0 inkubiert. Bei Zugabe von
oxidiertem Mia40 erfolgt wie erwartet keine Reaktion, da keines der Proteine freie Thiole fiir
einen nukleophilen Angriff an einem Disulfid besitzt (Abbildung 28 b). Wird hingegen
reduziertes Mia40 zugegeben, bildet sich innerhalb von 5 s das gemischte Disulfid zwischen
Mia40 und scCox17* aus (Abbildung 28 c¢). Da das fehlverbriickte Substrat, genau wie die
reduzierte Form, keine native Struktur aufweist, wird es durch reduziertes Mia40 sehr
effizient angegriffen. Das gemischte Disulfid aus Mia40 und scCox17* wird unter Bildung
von nativem Cox17* aufgeldst, allerdings ist dieser Prozess sehr langsam und lduft nicht
vollstédndig ab. Dies liegt zum einen daran, dass die gemischten Disulfide sehr langlebig sind
und zum anderen, dass mit 10 uM Mia40 ein sechsfacher Unterschuss gegeniiber den
Disulfiden in Cox17* vorliegt. Die maximale Ausbeute an nativem Cox17* betrdgt also nur
16 % des eingesetzten fehlverbriickten Substrats. Hohere Mia40-Konzentrationen fiihrten
jedoch nicht zu einer verbesserten Isomeraseaktivitit, da reduziertes Mia4(0 starke

Dimerisierungstendenzen aufweist.
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Ein weiterer Test fiir die Isomeraseaktivitit von Oxidoreduktasen ist die Riickfaltung
reduzierter RNase A, da die oxidative Faltung dieses Proteins immer unter Bildung nicht nativ
oxidierter Intermediate abliuft (Creighton, 1995; Creighton, 1979; Scheraga et al., 1984).
Dieses Testsystem wurde verwendet um zu untersuchen, ob Mia40 auch nicht natiirliche
Substrate oxidieren und isomerisieren kann. Als Nachweis filir die Bildung der vier nativen
Disulfide in RNase A diente die Hydrolyse von cCMP, die zu einer Absorptionsidnderung bei
296 nm fiihrt und nur durch korrekt gefaltete RNase A katalysiert werden kann (Crook et al.,
1960).

Native RNase A hydrolysiert das im Reaktionsansatz vorhandene ¢cCMP innerhalb einer
Stunde fast vollstindig (Abbildung 29 a). Die Riickfaltung reduzierter RNase A wurde
zundchst durch eine Mischung aus 0,3 mM GSSG und 3 mM GSH induziert und die Bildung
des nativen Proteins iiber die Hydrolyse von cCMP verfolgt (Abbildung 29 a). Nach einer
Verzogerungsphase von ca. 10 min konnte ein Anstieg der Absorption detektiert werden, was
zeigt, dass katalytisch aktive RNase A generiert wurde. In Anwesenheit der effizienten
Disulfidisomerase PDI wird die oxidative Faltung stark beschleunigt. Auch durch Mia40
wurde die Regeneration nativer RNase A im Vergleich zum Glutathionsystem verbessert,
wenngleich deutlich schwicher, als durch PDI. Die oxidative Faltung von RNase A konnte
durch die katalytisch inaktive Mia40co96sc208s-Variante nicht beschleunigt werden. Diese
Ergebnisse deuten bereits darauthin, dass Mia40 reduzierte RNase A durch die Katalyse von
Oxidations- und Isomerisierungsreaktionen regenerieren kann. Dieser Test ist jedoch nicht
quantifizierbar, da die Anzeigereaktion, ndmlich die Hydrolyse von cCMP durch RNase A,
einer Endprodukthemmung unterliegt und deshalb im Laufe der Reaktion langsamer wird.
Aus diesem Grund wurde ein diskontinuierlicher Test fiir die quantitative Bestimmung der
Isomeraseaktivitit von Mia40 verwendet.

Im diskontinuierlichen RNase A-Test wurde die Riickfaltung von RNase A zunichst in
geeigneten Bedingungen in Abwesenheit von cCMP induziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurden dem Ansatz Proben entnommen und der Anteil an bereits nativ gefalteter RNase A
durch Zugabe von cCMP und Messung der Absorptionsidnderung bestimmt. Hierfiir wurde die
Anfangssteigung der Reaktionskinetik analysiert und mit der Anfangssteigung eines

dquivalenten Testansatzes mit 100% nativer RNase A verglichen.
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Abbildung 29: Oxidative Faltung von RNase A. (a) Es wurden je 5 uM reduzierte RNase A mit
0,3 mM GSSG, 3 M GSH und 2,5 mM cCMP inkubiert (—). Zusitzlich enthielten die Proben je
1 uM PDI (), Mia40 (—) oder Mia40cpossc20ss (—). Ebenfalls gezeigt ist die Reaktion von 5 uM
nativer RNase A mit 2,5 mM cCMP (---). Alle Messungen wurden in 0,1 M Tris/HCI, sz5 8,0 bei
25 °C anhand der Differenz der Absorption bei 296 nm und 310 nm verfolgt. (b) Es wurden je 5 uM
reduzierte RNase A in 0,1 M Tris/HCI, pH* *© 8,0, 0,3 mM GSSG, 3 mM GSH in Abwesenheit von
Enzym (@), bzw. in Anwesenheit von 1 uM (O ) und 2 uM (M) Miad0 oder 2 uM Mia40cr96sc298s
(A) inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde 10 pl Riickfaltungsansatz zu 990 pl 0,9 mM
¢CMP in 0,1 M Bis-Tris, pH* *© 7,0, gegeben und die Absorptionsdifferenz bei 296 nm und 310 nm
bei 25 °C aufgezeichnet. Es wurde die Anfangssteigung ermittelt und die relative Aktivitdt durch
Vergleich mit der Reaktion von 5 pM nativer RNase A berechnet. Die durchgezogenen Linien sind
optische Hilfslinien und keine Datenangleiche.

Die quantitative Auswertung des diskontinuierlichen RNase A-Riickfaltungstests ergab, dass
Mia40 die oxidative Riickfaltung von RNase A beschleunigen kann (Abbildung 29 b). Dieser
Effekt wird durch direkte Katalyse der Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen hervorgerufen
und ist fiir katalytisch inaktives Mia40c296sc20ss nicht vorhanden. Die Beschleunigung der
Oxidation von RNase A durch Mia40 gegeniiber dem Glutathionsystem ist nicht sehr grof3, da
sich die Anfangssteigungen der Kurven nicht stark unterscheiden. Genau wie fiir die
Isomerisierung von scCox17* ist die Isomeraseaktivitit von Mia40 also eher gering. Ein
grofBer Effekt ist aber auf den Anteil an nativer RNase A nach 5 h zu beobachten. Ohne Mia40
liegen ca. 50 % aller RNase A-Molekiile im Ansatz in der nativen Form vor, wihrend es mit
Mia40 75 % sind. Es konnte sein, dass Mia40 als Chaperon dafiir sorgt, dass entfaltete
RNase A-Spezies in Losung gehalten werden und daher nicht aggregieren und fiir die
Riickfaltung weiter zur Verfligung stehen.

Zusammengenommen zeigen die Experimente mit scCox17* und reduzierter RNase A, dass
Mia40, genau wie PDI, die Funktionen einer Thioloxidase und einer Disulfidisomerase in
einem Enzym vereint. Es stellte sich nun die Frage, ob der Isomerisierungsprozess fiir die
korrekte oxidative Faltung von Cox17* benétigt wird. In der bisherigen Analyse der
Oxidation von Cox17* durch Mia40 wurden die Proben durch nicht denaturierende PAGE
analysiert. Auf diesen Gelen zeigen jedoch natives und fehlverbriicktes Cox17* das gleiche
Laufverhalten. Daher wurde die Oxidation zusétzlich durch SDS-PAGE analysiert, da sich

gezeigt hatte, dass natives und fehlverbriicktes Cox17* auf diese Weise getrennt werden
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konnen (Abbildung 27 b). Im Verlauf der Oxidation konnte jedoch kein fehlverbriicktes
Cox17* nachgewiesen werden (Abbildung 30). Dies konnte bedeuten, dass Mia40 in Cox17*
spezifisch native Disulfide einfiihrt. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass doch
Fehlverbriickungen auftreten, diese Spezies jedoch sehr schnell wieder mit reduziertem Mia40

reagieren und daher nicht akkumulieren.
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Abbildung 30: Oxidation von Cox17* durch Mia40 und Ervl. Es wurden 20 uM reduziertes Cox17*
mit 5 uM Mia40 und 1 pM Ervl1 bei 15 °C in 0,1 M Kaliumphosphat, | mM EDTA, pH 7.4 inkubiert.
Zu verschieden Zeitpunkten wurde die Reaktion durch Zugabe von lodacetamid blockiert und die
Proben durch nicht reduzierende SDS-PAGE analysiert.

3.4.5 Kinetische Selektion und konformationelle Stabilisierung bestimmen die

Reihenfolge der Disulfidbildung in Cox17* durch Mia40

Fiir die vollstindige Oxidation von Cox17* miissen durch Mia40 zwei Disulfide in das
Substrat eingefiihrt werden. Es konnten in dieser Arbeit keine Hinweise auf die Bildung
fehlverbriickter Intermediate wihrend der Oxidation von reduziertem Cox17* durch Mia40
gefunden werden. Mdglicherweise ist Mia40 also in der Lage spezifisch native Disulfide zu
bilden. Fiir die korrekte und vollstindige Oxidation von Cox17* ist die Reihenfolge der
Disulfidbildung von entscheidender Bedeutung, da Oxidationsintermediate, die die &ulere
Disulfidbriicke enthalten wegen der nativ dhnlichen Struktur nur sehr schlecht mit Mia40
interagieren (Abbildung 10 d). Die genaue Analyse der Ausbildung des gemischten Disulfids
zwischen Mia40 und den einzelnen Cysteinen in Cox17* hatte gezeigt, dass sich das
kovalente Intermediat zwischen Mia40 und Cys36 in Cox17* besonders schnell bildet. Das
gemischte Disulfid zwischen Mia40 und Cys36 kann dann durch den Angriff der drei
verbleibenden Cysteine des Substrats unter Ausbildung eines intramolekularen Disulfids in
Cox17* aufgelost werden. Der Angriff von Cys47 fiihrt zur Bildung der nativen, inneren
Disulfidbriicke, wéihrend sich durch den Angriff von Cys26 oder Cys57 jeweils ein nicht
natives Disulfid bilden wiirde.

Die Kinetiken der Oxidation verschiedener Eindisulfid-Cox17*-Varianten durch Mia40 waren
zuvor schon untersucht worden und wurden zur Bestimmung des weiteren Reaktionswegs
ausgehend vom gemischten Disulfid zwischen Mia40 und Cys36 in Cox17* herangezogen. In
Abbildung 31 ist der Zeitverlauf der Zunahme der oxidierten Eindisulfid-Cox17*-Spezies
durch Reaktion der reduzierten Proteine mit Mia40 gezeigt. Von Bedeutung sind bei diesen

Kinetiken insbesondere die ersten Minuten, da in diesem Bereich noch ein Uberschuss von
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Abbildung 31: Oxidation verschiedener nativer und nicht nativer Disulfide in Cox17* durch Mia40. Es
wurde die Oxidation von je 20 uM der reduzierten Eindisulfidvarianten von Cox17* durch 5 uM
Mia40 und 1 uM Ervl in 0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15 °C verfolgt. Die
entsprechenden Gele sind in Abbildung 24 b und c, sowie in Abbildung 26 a und b gezeigt. Die
Bandenintensitédten der oxidierten Formen wurden mit dem Programm Imagel ausgewertet und gegen
die Reaktionszeit aufgetragen. Gezeigt sind die Daten fiir Cox17*ssinnen (M), Cox17ssaupen (O),
Cox17*5c36c (A) und Cox17*34cs7c (€). Die durchgezogenen Linien sind optische Hilfslinien und
keine Datenangleiche.

Die Oxidationsverldufe der untersuchten Cox17*-Varianten unterscheiden sich deutlich
voneinander. Besonders schnell wird die innere Disulfidbriicke zwischen Cys36 und Cys47
gebildet. Die Intensitit der Bande des oxidierten Proteins erreicht bereits nach 30 s die
halbmaximale Intensitdt. Diese Variante kann vermutlich besonders effizient aus dem
gemischten Disulfid mit Mia40 freigesetzt werden, da Cys47, das am intermolekularen
Disulfid zwischen Mia40 und Cox17* angreift sich in unmittelbarer Ndhe des gemischten
Disulfids befindet und damit in einer hohen effektiven Konzentration vorliegt. Deutlich
langsamer wird das zweite native Disulfid zwischen Cys26 und Cys57 gebildet. Hier ist erst
nach ca. 4 min die halbmaximale Intensitit der oxidierten Spezies erreicht. Da diese
Substratvariante liber Cys57 ebenfalls sehr schnell das kovalente Intermediat mit Mia40
bilden kann muss die langsamere Oxidation an einer weniger effizienten Freisetzung des
Substrats aus dem gemischten Disulfid liegen. Dies ist durchaus plausibel, da die beiden
Substratcysteine durch 30 Aminosduren getrennt und ohne die Ausbildung der nativen
Helices weit voneinander entfernt sind.

Auch die Bildung eines nicht nativen Disulfids zwischen Cys26 und Cys36 wird durch Mia40
katalysiert. Diese Reaktion ist jedoch noch langsamer, als die Bildung des duBeren Disulfids.
Dies zeigt, dass die Entfernung der beiden Cysteine in der Primérsequenz nicht das einzige
Kriterium fiir die Oxidationsgeschwindigkeit ist. Cys26 und Cys36 liegen entlang der
Proteinkette sogar nidher zusammen, als die Cysteine des inneren Disulfids, Cys36 und 47.
Dass die Oxidation dennoch deutlich langsamer ist kann verschiedene Ursachen haben. Zum

einen konnten die beiden Cysteine, die auf derselben Helix liegen, durch die friihe Ausbildung
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dieses Sekundirstrukturelements voneinander ferngehalten werden. Weiterhin st
Cox17*y6c36c €in entfaltetes Protein, so dass das nicht native Disulfid nicht durch die
Proteinstruktur stabilisiert wird und es leicht durch reduziertes Mia40 wieder aufgelost
werden kann. Ein letzter Punkt kdnnte sein, dass auch die Reaktivitit des am gemischten
Disulfid angreifenden Substratcysteins entscheidend fiir die Oxidationsgeschwindigkeit ist.
Wenn diese Reaktivitit fiir Cys26 gering ist, so ist auch die Freisetzung des oxidierten
Proteins langsamer, als fiir Cox17*sginnen.

Als letzte Variante war mit Cox17%*;6c57c ebenfalls ein Substrat mit nicht nativem Disulfid
untersucht worden. Fiir diese Variante konnte keine Oxidation durch Mia40 beobachtet
werden. Das gemischte Disulfid mit Mia40 wird zwar schnell ausgebildet, ist jedoch iiber
90 min stabil und die Bande des oxidierten Proteins wurde praktisch nicht sichtbar. Dies kann
entweder daran liegen, dass das gemischte Disulfid nicht aufgelost werden kann, oder daran,
dass das oxidierte Protein sofort wieder das kovalente Intermediat mit reduziertem Mia40
bildet. Dies erscheint eher unwahrscheinlich, da reduziertes Mia40 weitgehend durch Ervl im
Reaktionsansatz reoxidiert wird und somit nicht fiir die Reduktion des gebildeten Disulfids in
Cox17*36cs7¢ zur Verfligung stehen sollte.

Unter Beriicksichtigung dieser deutlichen Unterschiede in den Oxidationskinetiken der
Eindisulfidvarianten von Cox17* wurde ein Modell aufgestellt, wie Mia40 mit hoher
Spezifitit natives Cox17* bilden kann (Abbildung 32). Zu Beginn der Reaktion von Mia40
mit reduziertem Cox17* bildet sich durch kinetische Selektion, vermittelt {iber hydrophobe
Interaktionen, priaferenziell und sehr schnell das gemischte Disulfid zwischen Mia40 und
Cys36 aus Cox17*, wobei das Gleichgewicht der Reaktion sehr weit auf der Seite des
Produkts liegt. Ausgehend von diesem Zustand sind theoretisch Weiterreaktionen in drei
Richtungen moglich, die vom angreifenden Cystein aus dem Substrat bestimmt werden. Eine
der Reaktionen, nimlich die Auflosung des gemischten Disulfids durch Angriff von Cys57,
wurde experimentell nicht beobachtet, weshalb sich die Anzahl der Reaktionswege auf zwei
reduziert. Die Bildung eines nicht nativen Disulfids durch Angriff von Cys26 an Cys36 im
gemischten Disulfid mit Mia40 ist moglich, jedoch sehr langsam. Deutlich schneller ist der
Angriff von Cys47 unter Freisetzung eines teiloxidierten Cox17*-Intermediats mit der inneren
Disulfidbriicke. Dies bedeutet, dass, wiederum durch kinetische Kontrolle, die Bildung eines
nativen Disulfids gegeniiber der Bildung einer nicht nativen Verbriickung klar bevorzugt ist.
Hinzu kommt, dass Cox17*y¢c36c vollstindig entfaltet ist, wiahrend Cox17*ssinnen zumindest
teilweise strukturiert vorliegt (Abbildung S 17). Das Disulfid Cys36-Cys47 wird also durch
die beginnende konformationelle Faltung schon geringfligig stabilisiert. In Cox17*sginnen 1St
die MISS/ITS-Sequenz an den Positionen 50, 51 und 54, die die Bindung an Mia40 vermittelt
(Abbildung 17), weiterhin zugénglich, so dass die nicht kovalente Komplexbildung mit einem
weiteren Mia40-Molekiil noch gut moglich ist. Hierdurch wird die Einfiihrung des zweiten
Disulfids erleichtert. Durch das Einfithren beider Disulfide in das Substrat wird der stabile,

native Zustand erreicht, der nicht mehr mit Mia40 interagiert.

76



Ergebnisse und Diskussion

36 SH 47
Sehr 2
langsam 6 —SH57
2% 26
36 Sehr schnell ‘y -5 schnell langsam
8—5 SHs)47 T —  HS $% (tlgs 47 T Miad0
‘ HSAY7 HS 57 HS SH
Reduziertes Cox17 Natives Cox17
36
SH47
26 HS— 57

Abbildung 32: Schematischer Ablauf der Bildung der Disulfidbriicken in Cox17 katalysiert durch
Mia40. Reduziertes Cox17 bildet {iber Cys36 sehr schnell das gemischte Disulfid mit Mia40. Dieser
Zustand kann durch Angriff der drei verbleibenden Cysteine des Substrats aufgeldst werden. Nur der
Angriff von Cys47 am gemischten Disulfid fithrt zur Bildung eines teiloxidierten Intermediats von
Cox17 mit einem nativen Disulfid, das zum nativen, volloxidierten Cox17 weiterreagieren kann. Die
Cysteine sind geméll der Aminosduresequenz nummeriert, Disulfide in Cox17 sind als gelbe Balken
angedeutet.

Die Bildung nativer Disulfide ist kinetisch begiinstigt und der letzte Schritt der Katalyse,
ndmlich die Freisetzung des nativen, volloxidierten Substrats, liefert als quasi irreversibler
Schritt die thermodynamische Triebkraft fiir die Oxidation. Daher wird vermutlich
hauptsédchlich korrekt oxidiertes Cox17* durch Mia40 gebildet. Wird dennoch fehlverbriicktes
Substrat frei, so kann dies durch die Disulfidisomerasefunktion von Mia40 korrigiert werden.
Cox17* mit falscher Disulfidverbriickung wird von reduziertem Mia40 unter Ausbildung des
gemischten Disulfids angegriffen und kann dann in den nativen Zustand iiberfiihrt werden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass ein Zusammenspiel aus kinetischer
Kontrolle von Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen und der Stabilisierung von nativen
Disulfiden durch die Sekundérstruktur des Substrats den Mechanismus der Substratoxidation
durch Mia40 bestimmt. Die Information iiber den korrekten Faltungszustand wird dabei nicht
von Mia40 selbst, sondern vom Substrat geliefert. Die konformationelle Faltung von Cox17*
und das damit verbundene Vergraben von hydrophoben Bereichen und Disulfiden im
Proteininnern dient als Anzeiger flir den nativen Zustand des Substrats und treibt damit die

Oxidationsreaktion.
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3.5 Hydrophobe Interaktionen zwischen Mia40) und Cox17 stabilisieren das
gemischte Disulfid

Mia4(0 besitzt einige Eigenschaften, die es deutlich von den klassischen Thioredoxin-
dhnlichen Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen unterscheidet. Besonders auffallend ist die
Langlebigkeit des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und seinen Substraten. Dies fiihrt
auch zu einer wesentlich geringeren katalytischen Effizienz, da das oxidierte Substrat nur sehr
langsam aus dem Komplex mit Mia40 freigesetzt wird. Der Vergleich der Oxidation von
Cox17* durch Mia40, DsbA und PDI zeigt, dass es sich hierbei um eine intrinsische
Eigenschaft von Mia40 und nicht von Cox17* handelt. In allen Féllen erfolgt die Interaktion
zwischen reduziertem Cox17* und der Oxidoreduktase sehr schnell und es kann bereits nach
5 s kein reduziertes Susbtrat mehr nachgewiesen werden. Im Fall von Mia40 bildet sich sehr
schnell das gemischte Disulfid mit reduziertem Cox17%*. Es ist sehr langlebig und wird nur
langsam unter Bildung von oxidiertem Cox17* aufgelost (Abbildung 33 a). Fiir DsbA und
PDI hingegen konnte selbst nach sehr kurzen Reaktionszeiten keine deutliche Bande eines
Heterodimers aus Oxidoreduktase und Substrat nachgewiesen werden (Abbildung 33 b,c). Fiir
DsbA kann auch mit anderen Substraten der Zustand des gemischten Disulfides nicht
populiert werden, da die intramolekularen Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen sehr schnell
ablaufen (Wunderlich et al., 1993; Zapun et al., 1993). Fiir PDI konnten dagegen die
gemischten Disulfide mit einem Substrat aus Zellen isoliert werden, allerdings nur bei
Verwendung nicht verwandter, viraler Proteine (Molinari & Helenius, 1999). Sowohl mit
DsbA, als auch mit PDI ist die Oxidation von Cox17* bereits im Sekundenbereich vollstindig
abgelaufen und damit deutlich schneller, als fiir Mia40. Auffallend ist, dass bei der Oxidation
von Cox17* durch DsbA eine zusitzliche Bande sichtbar wird, die eine etwas groBere
Laufweite zeigt, als das reduzierte Substrat. Hierbei konnte es sich um fehlverbriicktes
Cox17* handeln. DsbA besitzt keine Disulfidisomerasefunktion und kann daher einmal
gebildete, nicht native Disulfide nicht wieder auflésen. Bei vier Cysteinen und einer
statistischen Verteilung der gebildeten Disulfide, sollten 1/3 natives und 2/3 fehlverbriicktes
Cox17* gebildet werden. Dies stimmt in etwa mit den Bandenintensititen iiberein, wobei
beachtet werden muss, dass Cysteine, die sich rdumlich nahe sind, preferentiell verkniipft
werden und eine rein statistische Verteilung nicht erwartet werden kann. Die zusitzliche
Bande taucht auch wihrend der Oxidation durch PDI in den ersten Sekunden auf, wird dann
jedoch durch die effiziente [somerase PDI vollstindig in natives Cox17* umgewandelt.

Um die molekularen Grundlagen fiir die Langlebigkeit der gemischten Disulfide zwischen
Mia40 und Cox17* zu bestimmen, wurden die Einfliisse von Faktoren, die generell die
Stabilitdt von Disulfiden und die Raten von Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen bestimmen,
untersucht. Hierbei handelt es sich beispielsweise um die lonisierungseigenschaften und die
chemische Natur der Umgebung von Cysteinen, sowie die mechanische Spannung, die durch

die kovalente Bindung zweier Cysteine in ein System eingefiihrt wird.
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Abbildung 33: Oxidation von Cox17* durch verschiedene Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen. Es wurden
je 20 uM reduziertes Cox17* und 50 uM (a) Mia40, (b) DsbA und (c¢) PDI in 0,1 M Kaliumphosphat,
1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15 °C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die Reaktion durch
Zugabe von lodacetat gestoppt und die Proben durch nicht reduzierende SDS-PAGE analysiert.

3.5.1 Einfluss des katalytischen Motivs auf die Stabilitiit des gemischten Disulfids

Die katalytischen Cysteine sind in Mia40 als CPC-Motiv angeordnet (Abbildung 34). Dies ist
sehr ungewohnlich, da die meisten bekannten Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen CXXC-Motive
enthalten. Die beiden Cysteine in Mia40 sind nur von einem Rest getrennt, was in der
oxidierten Form zur Einfilhrung von Spannung in das System und damit zu einer
Destabilisierung des Disulfids fiihren kann. In kurzen Peptiden konnte gezeigt werden, dass
die Gleichgewichtskonstante zwischen oxidierter und reduzierter Form um Faktor 40 auf die
Seite der reduzierten Form verschoben wird, wenn die beiden Cysteine statt durch zwei
Alanine nur durch ein Alanin getrennt sind (Zhang & Snyder, 1989). Ubertragen auf das
CPC-Motiv in Mia40 wiirde dies bedeuten, dass der reduzierte Zustand bevorzugt ist und
damit die Oxidaseaktivitdt erhoht wird. Die experimentellen Befunde deuten jedoch, im
Vergleich zu DsbA oder PDI, auf eine eher geringe Oxidationsleistung hin. Eine mogliche
Erklarung hierfiir konnten die ungewohnlichen Eigenschaften der Aminosaure Prolin sein, die

neben der trans- auch in der cis-Konformation vorliegen kann und damit dem gespannten
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Zustand entgegenwirken konnte. Allerdings liegt die Peptidbindung von Pro297 in allen

verfiigbaren Strukturen von Mia40 im trans-Zustand vor.

Abbildung 34: Struktur des aktiven Zentrums von Mia40. Gezeigt ist die Kristallstruktur von Mia40
aus S. cerevisiae (Reste 284-365). Schwefelatome der Cysteine sind in gelb, Prolin297 zwischen den
katalytischen Cysteinen ist rot dargestellt. Die Abbildung wurde mit dem Programm PyMol nach
PDB-Eintrag 2ZXT erstellt.

Das CPC-Motiv ist eine Aminosduresequenz, die in der Natur sehr selten vorkommt und eher
der Koordination von Metallionen durch die reduzierten Cysteine, als der Bildung
redoxaktiver Disulfide dient (Cater et al., 2007; Shi et al., 2008; Tellinghuisen et al., 2006).
Es war zuvor gezeigt worden, dass Hefezellen mit einer Mia40-Variante, in der Pro297 gegen
Gly ausgetauscht wurde, keine Wachstumsdefekte im Vergleich zum Wildtyp-Stamm
aufweisen (Terziyska et al., 2009). Da das ungewohnliche CPC-Motiv zwischen den Spezies
hoch konserviert ist, ist jedoch zu vermuten, dass das Prolin eine Funktion wéhrend der
Katalyse hat. Um den Einfluss des CPC-Motivs auf die Effizienz der Substratoxidation zu
untersuchen, wurden Varianten hergestellt, in denen die katalytischen Cysteine als CAC-
Motiv (Mia40cac), oder entsprechend der Reste in PDI und DsbA, als CGHC- bzw. CPHC-
Motiv angeordnet sind (Mia40cgrc und Mia40cpyc).

Es zeigte sich, dass diese Sequenzvariationen im aktiven Zentrum von Mia40 die
Oxidationsleistung weiter herabsetzen. Alle Mia40-Varianten bilden nach wie vor sehr schnell
das gemischte Disulfid mit Cox17* aus. Fir Miad40cac wird oxidiertes Cox17* dhnlich
schnell freigesetzt wie beim Wildtyp-Protein, allerdings ist die Reaktion innerhalb des
gewihlten Zeitbereiches nicht vollstindig und es kann auch nach 90 min noch die Bande des
gemischten Disulfids detektiert werden (Abbildung 35 a). Auch Mia40 mit dem PDI-
dquivalenten CGHC-Motiv bildet oxidiertes Cox17%*, allerdings sehr viel langsamer als das
Wildtyp-Protein und Mia40cac und ebenfalls unvollstindig (Abbildung 35 b). Die geringste
Oxidationsleistung zeigt Mia40 mit dem CPHC-Motiv aus DsbA. Hier konnte kaum natives
Cox17* nachgewiesen werden und das gemischte Disulfid blieb iiber 90 min hinweg stabil
(Abbildung 35 c).
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Abbildung 35: Oxidation von Cox17* durch verschiedene Mia40-Varianten. Es wurden je 20 uM
reduziertes Cox17* und 50 pM (a) Mia40cac, (b) Mia40cguc und (¢) Mia4Ocpyc in 0,1 M
Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15 °C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die
Reaktion durch Zugabe von lodacetat gestoppt und die Proben durch nicht reduzierende SDS-PAGE
analysiert.

Insgesamt zeigen diese Sequenzvariationen im katalytischen Zentrum von Mia40, dass die
Lebensdauer des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und den Substraten nicht allein durch
die Sequenz des katalytischen Disulfids bedingt ist. Zwar zeigen sich Unterschiede zwischen
den verwendeten Varianten, die allerdings die kovalente Bindung von Cox17* eher
verstirken. Ein effizienter Substratumsatz wie bei DsbA und PDI konnte nicht generiert

werden.

3.5.2 Die oxidierte Form von Mia40 ist stabilisiert

Die thermodynamische Stabilitit von oxidierter und reduzierter Form eines Proteins
beeinflusst neben anderen Faktoren die Stabilitit der Disulfidbriicke und damit bei einer
Thioloxidase die Oxidationskraft. Fiir die bakterielle Oxidase DsbA wurde beispielsweise
gefunden, dass die reduzierte Form 15 kJ mol™ stabiler ist, als das oxidierte Protein und das
Disulfid deshalb labil ist (Zapun et al., 1993). Mia40 zeigt eher geringe Oxidationskraft, was

an einer Destabilisierung der reduzierten Form liegen konnte.
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Um dies zu untersuchen, wurde die Stabilitit von oxidiertem und reduziertem Mia40
gegeniiber thermischer Denaturierung untersucht. Da reduziertes Mia40 wihrend des
Autheizens vermutlich reoxidiert wiirde, wurde die Mia40c2965c208s-Variante als Analogon
verwendet. Es zeigte sich, dass Mia40 ein extrem stabiles Protein ist und im zuginglichen
Temperaturbereich bis 105 °C kein vollstdndiger Entfaltungsiibergang aufgezeichnet werden
konnte. Da somit keine Analyse der Daten auf der Basis eines Zweizustandsmodells moglich
war, konnten die Daten nur halbquantitativ ausgewertet werden. Um die Analyse zu
vereinfachen, wurde die erste Ableitung der Datenpunkte bestimmt, was der Steigung der
Kurve entspricht. Der Punkt der maximalen Steigung ist der Ubergangsmittelpunkt der
Denaturierungskurve und damit der 7y-Wert. Allerdings ist die Unsicherheit des so
bestimmten Wertes gro3. Dennoch lésst sich klar erkennen, dass Mia40c296sc29ss gegeniiber
oxidiertem Mia40 deutlich destabilisiert ist. Der Punkt der maximalen Steigung wurde zu ca.
83 °C abgeschitzt, wihrend er fiir oxidiertes Mia40 im Bereich von 88 °C liegt. Damit zeigt
Mia40 ein anderes Verhalten als DsbA, das in der reduzierten Form erheblich stabiler ist, als

in der oxidierten Form.
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Abbildung 36: Thermische Denaturierung von Mia40. (a) Gezeigt ist die thermischen Entfaltung von
je 1 uM Mia40 (O ) und Miad40cs96sc298s (O ) in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4 verfolgt iiber das CD-
Signal bei 222 nm. (b) Es wurden die Steigungen der Denaturierungskurven aus (a) durch Ableitung
der Kurven ermittelt und gegen die Temperatur aufgetragen. Die durchbrochenen Linien zeigen
niherungsweise den Ubergangsmittelpunkt.

3.5.3 Ionisierungseigenschaften des katalytischen Disulfids von Mia40

Wihrend der Oxidation des Substrats durch Mia40 laufen mehrere Thiol-Disulfid-
Austauschreaktionenen ab. Zundchst greift ein Cystein des Substrats am katalytischen
Disulfid von Mia40 unter Ausbildung des gemischten Disulfids an. In diesem Zustand kann
entweder das freie Cystein von Mia40 angreifen, was der Riickreaktion entspricht, oder ein
weiteres Cystein des Substrats, was zur Oxidation des Substrats fiihrt (Abbildung 6).

Im Fall von Mia40 liegt das Gleichgewicht der initialen Reaktion weit auf der Seite des

gemischten Disulfids. Auch wenn Cox17* nur ein Cystein enthélt und die Reaktion nicht in
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produktiver Weise in Richtung Substratoxidation ablaufen kann, scheint die Riickreaktion
keine grofle Rolle zu spielen. Fiir DsbA beispielsweise wird der Zustand des gemischten
Disulfids mit Cox17*;cys kaum populiert, da die Riickreaktion zu oxidiertem DsbA
energetisch giinstig ist. In Mia40 wird im gemischten Disulfid der Angriff des zweiten, freien
Cysteins des katalytischen Disulfids verhindert. Da hierbei das Thiolatanion die reaktive
Spezies ist, konnte dies durch Modulation des pK-Werts erfolgen. Bei einem hohen pK-Wert
ist der Anteil an deprotoniertem Thiolat bei physiologischem pH-Wert und damit auch die
Reaktivitdt gering.

Um die pK-Werte der Cysteine von Mia40 und Cox17* zu bestimmen, wurde die pH-
Abhingigkeit der Reaktion mit dem niedermolekularen Thiolreagenz DTNB untersucht. Der
pK-Wert von DTNB liegt bei 4,5 und hat keinen nennenswerten Einfluss auf die Messungen,
da DTNB fast im gesamten Messbereich vollstindig deprotoniert vorliegt (Riddles et al.,
1979). Die Kinetik der Reaktion von freien Cysteinen mit DTNB kann anhand der
Absorptionszunahme bei 412 nm verfolgt werden (Abbildung 14 a).

Zunichst wurde die Reaktion von DTNB mit Mia40-Varianten untersucht, die jeweils nur
eines der beiden katalytischen Cysteine enthalten. Thre Reaktion mit DTNB wird mit
steigendem pH-Wert schneller. Oxidiertes Mia40 und Miad40co96sc20ss  zeigen
erwartungsgeméal nach Mischung mit DTNB keine Absorptionsinderung, da sie keine freien
Cysteine enthalten (Abbildung 37 a). Die apparenten Raten der Reaktion zeigen den
Deprotonierungsgrad der katalytischen Cysteine von Mia40 in Abhéngigkeit des pH-Wertes.
Eine Auswertung durch die Henderson-Hasselbalch-Gleichung ergab einen pK-Wert von 6,3
fiir Cys296 und 7,1 fiir Cys298 (Abbildung 37 c, Tabelle 5). Damit sind die pK-Werte
gegeniiber einem frei zuginglichen Cystein (pK =~ 8,3) erniedrigt, zeigen aber keine so
extreme Abweichung von diesem Wert wie das N-terminale Cystein von DsbA (pK 3,5)
(Nelson & Creighton, 1994). Dieses Ergebnis wiirde darauf hindeuten, dass in reduziertem
Miad40 Cys296 das reaktivere der beiden Cysteine ist und Disulfide angreift, wie
beispielsweise im ersten Schritt der Reoxidation durch Ervl. Experimentell wurde jedoch
Cys298 als wichtiger Rest fiir die Ausbildung gemischter Disulfide mit Ervl identifiziert
(Terziyska et al., 2009). Vermutlich spielt hier neben dem pK-Wert auch die Ausrichtung der

Cysteine der Reaktionspartner zueinander eine Rolle.
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Abbildung 37: Bestimmung der pK-Werte der katalytischen Cysteine von Miad0. Gezeigt ist die
Reaktion von 50 uM DTNB mit je (a) 5 uM Mia40c2955 (—) bei pH 6,2, 7,4 und 8,2 (von unten nach
oben), sowie zusitzlich mit Mia40 (—) und Mia40cyessc208s (—) und (b) 5 uM Miad0ca955 (—) bzw.
reduziertem Miad40 (—) in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C. Es wurde die Reaktion von je
5 uM (c) Mia40cs9ss (O ) bzw. Miad40cs96s () und (d) reduziertem Mia40 mit 50 uM DNTB verfolgt.
Die Messungen wurden in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 5,7, 6,2, 6,5, 7, 7,4, 7,7, 8,2 bzw.
0,1 M Tris/HCI pH 7,7, 8,2, 9, bzw. 0,1 M Glycin pH 9, 9,5, 10,5 bei 15 °C durchgefiihrt. Als
Messsonde diente in allen Féllen die Absorption bei 412 nm. An die Fluoreszenzverlaufe wurden
Exponentialfunktionen angeglichen und die erhaltenen Ratenkonstanten gegen den pH-Wert
aufgetragen. Die pK-Werte wurden iiber die Henderson-Hasselbalch-Gleichung (Gleichung 8) ermittelt
und sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Fiir die Ausbildung des gemischten Disulfids mit Substraten ist der Angriff eines Thiolats aus
dem Substrat am katalytischen Disulfid von Mia40 relevant. Um zu bestimmen, welches der
beiden Cysteine in Mia40 eher das gemischte Disulfid mit dem Substrat ausbildet, muss ihre
Eignung als Abgangsgruppe betrachtet werden. Studien mit niedermolekularen Molekiilen
zeigten, dass Cysteine mit niedrigem pK-Wert besser als Abgangsgruppe geeignet sind
(Wilson et al., 1977). Demnach wire Cys296 die bessere Abgangsgruppe und Cys298 wiirde
entsprechend die kovalente Bindung mit dem Substrat eingehen. Importexperimente mit den
Substraten Tim13 und Tim9 deuteten an, dass beide Cysteine in Mia40 gemischte Disulfide
ausbilden konnen, jedoch war die Menge an gebildetem Intermediat bei Substitution von
Cys298 reduziert (Terziyska et al., 2009). Moglicherweise spielen bei der Interaktion von
Mia40 mit dem Substrat weitere Faktoren eine Rolle, wie beispielsweise die Zuginglichkeit

der Cysteine und die Ausrichtung des Substrats.
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In den verwendeten Mia40-Varianten wurde jeweils eines der beiden Cysteine gegen Ser
ausgetauscht, d.h. es befindet sich ein polarer Rest in der unmittelbaren Umgebung des
untersuchten Cysteins, was die Ionisierungseigenschaften und damit den pK-Wert
beeinflussen kann. Daher wurde versucht die pK-Werte beider Cysteine simultan in
reduziertem Mia40 zu bestimmen. Voraussetzung hierfiir ist, dass die Reaktionen der beiden
Cysteine mit DTNB kinetisch getrennt sind, so dass beide gleichzeitig detektiert werden
konnen. Die Ergebnisse fiir die Eincystein-Varianten legen nahe, dass die Raten iiber einen
weiten pH-Bereich unterschieden werden konnen (Abbildung 37 c). Tatsdchlich konnten fiir
die Reaktion von reduziertem Mia40 mit DTNB zweiphasige Absorptionsverldufe detektiert
werden (Abbildung 37b). Beide apparenten Ratenkonstanten beschreiben pH-abhéingige
Titrationskurven, die der Deprotonierung der zwei Cysteine entsprechen sollten (Abbildung
37 d). Aus den Kurvenangleichen wurden pK-Werte von 7,0 und 7,9 erhalten. Dies bedeutet,
dass die Werte gegeniiber den isolierten Cysteinen jeweils um 0,7 bzw. 0,8 Einheiten erhoht
sind. Demnach hat die Substitution durch Ser einen deutlichen Einfluss auf die
Deprotonierung des jeweils anderen Cysteins. Die gleichzeitige Bestimmung der pK-Werte
benachbarter Reste liefert nur apparente Werte, da der Protonierungszustand eines Cysteins
den des zweiten Restes beeinflusst. Wird das Cystein mit dem niedrigeren pK-Wert
deprotoniert, so befindet sich mit dem entstehenden Thiolatanion eine negative Ladung in
Nachbarschaft des zweiten Cysteins. Diese unterdriickt wegen der AbstoBung der
gleichnamigen Ladungen die Deprotonierung und erhdht so den zweiten pK-Wert. Hinzu
kommt im hier angewendeten System, dass das erste Cystein nach der Deprotonierung ein
gemischtes Disulfid mit DTNB ausbildet, was ebenfalls die Deprotonierung und die Reaktion
des benachbarten Cysteins mit DTNB beeinflusst.

Neben der Verschiebung der pK-Werte in reduziertem Mia40 gegeniiber den einzeln
untersuchten Cysteinen fallt auf, dass die apparenten Raten der Reaktion mit DTNB,
insbesondere des Cysteins mit dem niedrigen pK-Wert, deutlich héher sind (Tabelle 5). Im
deprotonierten Zustand reagieren die Cysteine des reduzierten Proteins mit ca. 10 s bzw.
4s'im Vergleich zu ca. 1,5 s fiir Mia40ca96s und Miad0ca0ss (Abbildung 37 ¢,d). Ein Grund
hierfiir konnte eine bessere Zuginglichkeit der Cysteine fir DTNB sein, wofiir jedoch
deutliche strukturelle Umlagerungen des Proteins, ausgelost durch Substitution von Cys
gegen Ser, notig wiren. Dass nur eine Reaktion deutlich beschleunigt ist liegt vermutlich
daran, dass nach Ausbildung des gemischten Disulfids mit DTNB die Reaktion des zweiten

Cysteins mit einem weiteren DTNB ungiinstig ist.
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Tabelle 5: pK-Werte von Mia40 und Cox17

Protein K, ks (s pKs ks (s
Mia40¢59ss 6,28 + 0,04 1,13+ 0,02

Mia40¢296s 7,14+ 0,07 1,84 +£ 0,07

Mia40 reduziert 7,00 = 0,07 9,9+0,3 7,90+0,2 3,8+0,5
Mia40+Cox17*6c 8,35+ 0,05 1,12+0,03

Mia40+Cox17*;3¢c 8,24 £ 0,03 2,09 +£0,03 7,81 £ 0,08 0,12+0,01
Mia40+Cox17*47¢ 8,08 £ 0,07 2,66 + 0,09 7,8+0,2 0,11+0,01
Mia40+Cox17*57¢ 7,30+ 0,10 9,8 £0,5 8,0+0,1 2,7+0,2
Cox17*6c 8,49 £ 0,03 1,50+ 0,03

Cox17*36¢c 8,22 £0,03 2,39+ 0,04

Cox17*47¢ 8,21 £ 0,05 2,37+ 0,06

Cox17*57¢ 8,11 £0,03 4,00+ 0,06

Mia40cr96sc298sTCOX17*26¢ 8,41 £0,08 1,40 +0,03

Mia40cr96sc208sTCOX17*36¢ 8,26 = 0,08 2,63 £ 0,06

Mia40cr96s5c2085TC0X17*47¢ 8,30+ 0,04 2,47 £0,05

Mia40cr96sc298sTCOX17*57¢ 8,20 £ 0,03 3,62+ 0,06

Die pK-Werte wurden wie in Abbildung 37 bis Abbildung 40 beschrieben bestimmt. Die apparente
Rate der vollstindig deprotonierten Form (S°) wurde aus dem Endwert des Angleichs an die Daten
bestimmt. Es sind die Werte und die Standardabweichung des Angleichs angegeben. Alle Ergebnisse
wurden in unabhédngigen Messungen reproduziert.

Es sollte nun untersucht werden, ob der pK-Wert des verbleibenden Cysteins von Mia40 im
gemischten Disulfid mit dem Substrat nach oben verschoben und so fiir seine hohe Stabilitit
verantwortlich. Hierzu wurde zundchst das gemischte Disulfid zwischen Mia40 und
Cox17*cys durch kurze Inkubation der beiden Proteine populiert. In fritheren Messungen
konnte gezeigt werden, dass diese Reaktion sehr schnell ist und das Gleichgewicht, mit
Ausnahme der Reaktion von Cox17*c, fast ausschlieBlich auf Seite des Produkts liegt
(Abbildung 11). Abbildung 38 zeigt schematisch, welche Reaktionen moglich sind, wenn
Mia40 und Cox17*cys koinkubiert und anschlieBend mit DTNB gemischt werden. Es kann
sowohl freies, als auch nicht kovalent an Mia40 gebundenes Cox17*cys mit DTNB reagieren.
Im gemischten Disulfid ist das einzige freie Cystein das verbleibende freie Cystein von
Mia40.
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Abbildung 38: Schema der Reaktion von Mia40, Cox17*,cys und DTNB. Mia40 und Cox17%*cys
bilden zunéchst einen nicht kovalenten Komplex aus, aus dem sich dann das gemischte Disulfid bildet.
In allen drei Reaktionsphasen sind freie Cysteine vorhanden (rot markiert), die mit DTNB reagieren
konnen.

Nach Mischung von Mia40 und Cox17*,sc mit DTNB konnte eine pH-abhidngige Reaktion
aufgezeichnet werden (Abbildung 39 a). Der Angleich der Daten ergab einen pK-Wert von
8,4 (Tabelle 5). Da Cys26 nur zu einem sehr geringen Anteil das gemischte Disulfid mit
Mia40 ausbildet, handelt es sich vermutlich um den pK-Wert des Cysteins in Cox17%*c.
Waren im Substrat die Cysteine 36, 47, oder 57 vorhanden so konnten zwei Reaktionen mit
gut getrennten Raten detektiert werden (Abbildung 39 b-c). Fiir die Reaktionen der
Mischungen aus Mia40 und Cox17*36c bzw. Cox17*4;¢c mit DTNB waren die apparenten
Raten, sowie die resultierenden pK-Werte anndhern identisch. Die schnelle Reaktion erreicht
eine maximale Reaktionsrate von ca. 2,5 s und ergibt einen pK-Wert des reagierenden
Cysteins von ca. 8,1. Die zweite Reaktion ist mit 0,1 s™" deutlich langsamer und der pK-Wert
des zugehorigen Cysteine mit 7,8 etwas niedriger (Tabelle 5). Bei der Reaktion von Mia40
und Cox17*s;c mit DTNB wurde eine Reaktionsphase beobachtet, deren maximale apparente
Rate mit 2,7 s” und deren korrespondierender pK-Wert von 8,0 sehr gut mit den schnellen
Phasen der Reaktionen in Anwesenheit von Cys36 und Cys47 in Cox17* iibereinstimmten.
Wihrend bei diesen Substratvarianten eine zusétzliche langsame Phase auftrat, konnte fiir
Cox17*s;c jedoch eine zweite, schnellere Phase mit einer apparenten Rate von ca. 10 s~
aufgezeichnet werden. Diese unterscheidet sich nicht nur in der Reaktionsgeschwindigkeit mit
DTNB, sondern auch im pK-Wert, der mit 7,3 niedriger ist, als flir die anderen

Substratproteine.
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Abbildung 39: Bestimmung der pK-Werte von Cox17* und Mia40. Es wurde die Reaktion von 50 pM
DTNB mit einer Mischung aus je 5 uM Mia40 und 5 uM (a) Cox17% (b) Cox17*34c, (¢) Cox17* 45 ¢
und (d) Cox17*s;c verfolgt. Als Messsonde diente die Absorption von TNB bei 412 nm. Die
Messungen wurden in 0,1 M Kaliumacetat, pH 5,0, 5,8 bzw. 0,1 M Kaliumphosphat, pH 5,8, 6,2, 6,5,
7, 7,4, 7,7 bzw. 0,1 M Tris/HCI pH 7,7, 8,2, 8,6, 9, bzw. 0,1 M Glycin pH 9, 9,5, 10,5 bei 15 °C
durchgefiihrt. An die Fluoreszenzverldufe wurden Exponentialfunktionen angeglichen und die
erhaltenen Ratenkonstanten gegen den pH-Wert aufgetragen. Die pK-Werte wurden iiber die
Henderson-Hasselbalch-Gleichung (Gleichung 8) ermittelt und sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Die beiden gemessenen Phasen konnten den reagierenden Cysteinen von Mia40 und Cox17*
(Abbildung 38) zunichst nicht zugeordnet werden. Daher wurden als Referenzen zuséitzlich
die Reaktionen der vier Varianten von Cox17* mit jeweils einem Cystein mit DTNB
analysiert, um so die pK-Werte der Cysteine von Cox17* in Abwesenheit von Mia40 zu
erhalten. Sie wurden zusitzlich auch in Gegenwart von Mia40cp96sc208s bestimmt. In dieser
Variante sind die Cysteine des katalytischen Disulfids gegen Ser ausgetauscht, so dass sich
nur der nicht kovalente Komplex ausbilden kann (Abbildung 38). Auf diese Weise kdnnen die
pK-Werte der Cysteine von Cox17* im nicht kovalenten Komplex mit Mia40 erhalten
werden.

Fiir die vier Cysteine in isoliertem Cox17* ergaben sich Reaktionsraten mit DTNB zwischen
1,5 und 4,0 s' und pK-Werte zwischen 8,1 und 8,5 (Tabelle 5). Annihernd dieselben
Kurvenverldufe wurden erhalten, wenn Cox17*cys im nicht kovalenten Komplex mit

Miad40cp06sc208s Vorliegt. Hier ergaben sich pK-Werte zwischen 8,2 und 8,4. Auch die
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apparenten Raten der vollstindig deprotonierten Cysteine waren in beiden Messungen
praktisch gleich. Dies zeigt, dass sich weder die Zuginglichkeit der Cysteine, noch die
chemische Natur der Umgebung bei der nicht kovalenten Bindung an Mia40 &ndert. Alle pK-
Werte liegen in dem fiir Cysteine typischen Bereich.
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Abbildung 40: Bestimmung der pK-Werte von Cox17*. Es wurde die Reaktion von 50 uM DTNB mit
(a) je 5 uM Cox17¢c (O), Cox1736c (), Cox1747¢c (A) und Cox17573c (V), bzw. (b) einer Mischung
aus je 5 uM Mia40cr96sc208s Und 5 uM Cox176c, Cox1736c Cox174¢c und Cox17s:c verfolgt. Als
Messsonde diente die Absorption von TNB bei 412 nm. Die Messungen wurden in
0,1 M Kaliumphosphat, pH 5,8, 6,2, 6,5, 7, 7,4, 7,7, bzw. 0,1 M Tris/HCI pH 8,2, 8,6, 9, bzw.
0,1 M Glycin pH 9, 9,5, 10,5 bei 15 °C durchgefiihrt. An die Fluoreszenzverldufe wurden
Exponentialfunktionen angeglichen und die erhaltenen Ratenkonstanten gegen den pH-Wert
aufgetragen. Die pK-Werte wurden iiber die Henderson-Hasselbalch-Gleichung (Gleichung 8) ermittelt
und sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Die pK-Werte und die apparenten Raten der einzelnen Cysteine in isoliertem Cox17* und im
nicht kovalenten Komplex mit Mia40 wurden mit den Werten des gemischten Disufids aus
Mia40 und Cox17%*cys verglichen. Hieraus ergab sich, dass fiir Cox17*3sc und Cox17*47¢
vermutlich die schnellere Phase der Reaktion des Cysteins in Cox17* mit DTNB entspricht.
Demzufolge entspricht die langsame Phase der Reaktion des freien Cysteins von Mia40 im
gemischten Disulfid. Die pK-Werte der langsamen Phase von jeweils 7,8 stimmen sehr gut
mit dem hoheren der beiden pK-Werte in reduziertem Mia40 (pK 7,9) iiberein. Allerdings
sind die apparenten Raten mit 0,1 s signifikant langsamer, als in reduziertem Mia40 (kapp
3,8 s7). Dies deutet darauf hin, dass die Zuginglichkeit des Cysteins in Mia40 fir DTNB
durch die kovalente Bindung an Cox17* stark verringert wird. Fiir Cox17*s7¢ unterscheidet
sich die schnelle Phase sowohl in den apparenten Raten, als auch im pK-Wert deutlich von
den Werten von isoliertem Cox17*s7c. In diesem Fall scheint die langsamere Phase die
Reaktion von Cox17*s7¢c mit DTNB anzuzeigen. Diese ist etwas langsamer, als im isolierten
Protein, zeigt jedoch einen &hnlichen pK-Wert. Demnach wiirde die schnelle Phase die
Reaktion des freien Cysteins von Mia40 reflektieren, die mit einem pK-Wert von 7,0 und
einer apparenten Rate von 9,9 s™' relativ gut mit den Werten des gemischten Disulfids von 7,3

und 9,8 s! iibereinstimmt. Dies wiirde jedoch bedeuten, dass in diesem Fall, im Gegensatz zu
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Cox17*36c und Cox17*47¢, das Cystein in Mia40 mit dem niedrigeren pK-Wert mit DTNB
reagiert, oder aber sich der pK-Wert des anderen Cysteins in diesem Komplex um 0,6 nach
unten verschiebt. Die endgiiltige Zuordnung der Phasen konnte in diesem Fall nicht geklart
werden. Im Fall von Cox17*,¢c konnte nur eine Reaktion detektiert werden, die in Rate und
pK-Wert den Ergebnissen des isolierten Substrats entspricht. Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass Cys26 in Cox17* nur zu einem sehr geringen Ausmal} gemischte Disulfide mit
Mia40 ausbildet und daher keine Reaktion eines Cysteins in Mia40 zu beobachten war.

Insgesamt zeigte die Bestimmung der pK-Werte, dass die lonisierungseigenschaften der
Cysteine in Cox17* und Mia40 im Komplex kaum verdndert sind und daher eine
Verschiebung der pK-Werte der Cysteine des katalytischen Disulfids in Mia40 nicht fiir die

extreme Langlebigkeit des gemischten Disulfids verantwortlich ist.

3.5.4 Die Stabilitit des gemischten Disulfids

Wie bereist zuvor angesprochen, sind die gemischten Disulfide von Mia40) mit seinen
Substratproteinen sehr langlebig und die Freisetzung des oxidierten Substrats entsprechend
langsam. Die molekulare Ursache hierfiir konnte eine thermodynamische Stabilisierung des
Zustands des gemischten Disulfids gegeniiber reduziertem Miad40 sein, was die
Oxidationstendenz von Mia40 verringern wiirde. Daher wurde neben oxidiertem und
reduziertem Mia40 auch das gemischte Disulfid zwischen Mia40 und einem Substratprotein
im Bezug auf seine Stabilitdt analysiert. Das gemischte Disulfid wurde hergestellt, indem
dquimolare Mengen Mia40 und Cox17*;cys gemischt und die Reaktion sofort durch Zugabe
eines 20-fachen Uberschusses an lodacetat gestoppt wurde. Das gemischte Disulfid wurde
durch Gelfiltrationschromatographie von den Monomeren getrennt (Abbildung S 18). Auf
diese Weise konnten die gemischten Disulfide zwischen Mia40 und Cox17*36c, Cox17*47¢
und Cox17%*s7¢ isoliert werden. Da Cox17*,¢ nur zu einem sehr geringen Teil kovalent an
Mia40 bindet, konnte dieses Heterodimer nicht erhalten werden.

Die Stabilititen der Proteine wurden durch thermische Denaturierung anhand der Anderung
des CD-Signals untersucht (Abbildung 41 a). Da die Denaturierung, wie fiir Mia40, im
zuginglichen Temperaturbereich unvollstdndig war, wurde zur besseren Visualisierung des
Ubergangsmittelpunktes zusitzlich die Ableitung der Kurven gebildet (Abbildung 41 b). Es
zeigte sich, dass die kovalente Bindung von Cox17* zu einer deutliche Stabilisierung von
Mia40 fiihrt. Das gemischte Disulfid mit Cys36 zeigt einen Ubergangsmittelpunkt nahe
96 °C, etwa 8 °C hoher als fiir isoliertes, oxidiertes Mia4(0 (Tabelle 6). Die gemischten
Disulfide mit Cys47 und Cys57 sind sogar so stabil, dass bis zu einer Temperatur von 102 °C
der Wendepunkt der Kurve nicht erreicht ist. Zwischen Mia40 und dem Substrat scheinen sich
sehr giinstige Wechselwirkungen auszubilden, die zu einem enormen Stabilititsgewinn der
globuldren Doméne von Mia40 fithren. Ein dhnlicher Effekt wurde auch fiir einen arretierten
Komplex aus DsbA und RNaseT1 gefunden, in dem das Substrat destabilisiert und die
Thioloxidase stabilisiert ist (Frech et al, 1996). Da DsbA und entfaltete RNaseT1
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thermodynamisch giinstige, nicht kovalente Wechselwirkungen eingehen sind die

bindungskompetenten Formen, also oxidiertes DsbA und reduzierte RNAseT1, stabilisiert.
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Abbildung 41: Thermische Denaturierung der gemischten Disulfide aus Mia40 und Cox17*. (a)
Gezeigt ist die thermischen Entfaltung von je 1 uM Protein in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4 verfolgt
iiber das CD-Signal bei 222 nm fiir Mia40 (O ), sowie die gemischten Disulfide aus Mia40 und
Cox17*35c (O), Cox17*47¢c (O) und Cox17*s7c (O). (b) Gezeigt sind die Ableitungen der Kurven
aus (a). Die durchbrochenen Linien zeigen niherungsweise den Ubergangsmittelpunkt. Die
ermittelten 7-Werte sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Der kovalente Komplex zwischen Mia40 und dem Substratprotein Cox17* ist ein energetisch
giinstiger Zustand. Die Wechselwirkungen zwischen den Proteinen fithren zu einem Anstieg
des T\-Wertes um mindestens 8 °C gegeniiber oxidiertem Mia40 und sogar mindestens 13 °C
gegeniiber reduziertem Mia40. Im gemischten Disulfid erreicht Mia40 also ein lokales
energetisches Minimum, das zwischen oxidiertem und reduziertem Mia40 als Zustinde

hoherer Energie liegt. Daher wird diese Form bevorzugt gebildet und ist langlebig.

3.5.5 Das Reduktionspotential von Mia40

Das Reduktionspotential gibt die Elektronenaffinitit einer Verbindung an und stellt damit ein
direktes MaB fiir die Oxidationskraft eines Disulfids dar. Je positiver das Reduktionspotential
ist, desto hoher ist die Elektronenaffinitit und desto hoher ist die Oxidationskraft. Das
biochemische Standardreduktionspotential E” wird fiir physiologische Reaktionen verwendet,
da es fiir pH 7,0 definiert ist. Die Reduktionspotentiale der Thioredoxin-dhnlichen
Oxidoreduktasen variieren sehr stark und liegen zwischen -270 mV fiir das stark reduzierende
Thioredoxin (Moore et al., 1964) und -120 mV fiir die starke Oxidase DsbA (Inaba & Ito,
2002). PDI weist mit -180 mV ein intermedidres Potential auf, was der Tatsache Rechnung
tragt, dass zusétzlich zur Oxidasefunktion auch eine Reduktaseaktivitdt vorliegt (Lundstrom
& Holmgren, 1993).

Fiir Mia40 wurde das Reduktionspotential mit dem Redoxpaar GSSG und GSH zu -200 mV
bestimmt, was fiir ein Protein mit Oxidasefunktion sehr stark negativ ist (Banci et al., 2009).

Als Sonde fiir den Reduktionsgrad von Mia4(0 diente in diesen Experimenten die Trp-
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Fluoreszenz, die im reduzierten Protein ca. dreifach hoher ist, als im oxidierten. Zunéchst
sollte der Literaturwert des Reduktionspotentials unter identischen Bedingungen tiiberpriift
werden. Hierzu wurde oxidiertes Mia40 mit 0,1 mM GSSG und unterschiedlichen GSH-
Konzentrationen inkubiert. Die Proben wurden anschlieBend nicht anhand von Fluoreszenz,
sondern iiber nicht denaturierende Gelelektrophorese analysiert (Abbildung 42 a). Es zeigte
sich, dass sich unter den gewéhlten Bedingungen ein Gleichgewicht aus oxidiertem und
reduziertem Mia40 ausbildet. Allerdings bildet sich auch, genau wie mit Substratproteinen,
ein stabiles gemischtes Disulfid mit Glutathion, das erst ab ca. 5 mM GSH reduziert wird. Das
Redoxpaar GSSG und GSH eignet sich daher nicht zur Bestimmung des Reduktionspotentials
von Mia40, da die Auswertung nach einem Zweizustandsmodell mit ausschlieBlich oxidierten

und reduzierten Spezies nicht zuldssig ist.

a [GSH]

Mia, 80uM 600uM 1mM 1,5mM 2,5mM 3mM 5mM 7mM 10mM 20mM 33mM Mia_,

b [DTTred]

ia, 10uM 20uM 25uM 26uM 27uM 28uM 30uM 35uM 40pM 50uM  Mia

Abbildung 42: Reduktion von Mia40 durch GSH und DTT. Es wurden je 10 uM Mia40 mit (a)
0, mM GSSG und den angegebenen GSH-Konzentrationen und (b) 25 mM DTT, und den
angegebenen DTT,.4-Konzentrationen in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4 fiir 6 h bei 15 °C inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von lodacetat gestoppt und die Proben durch nicht denaturierende
PAGE analysiert.

Eine weitere Moglichkeit das Reduktionspotential von Mia40 zu bestimmen, besteht in der
Verwendung einer Mischung aus oxidiertem und reduziertem DTT. DTT ist in der oxidierten
Form extrem stabil, da ein energetisch giinstiges Ringsystem entsteht und bildet daher keine
stabilen gemischten Disulfide aus. Allerdings konnte auch mit DTT das Reduktionspotential
nicht bestimmt werden, da Mia40 selbst in Anwesenheit eines groBen Uberschusses an
oxidiertem DTT bereits durch stochiometrische DTT-Konzentrationen reduziert wird und
damit keine Titrationskurve aufgezeichnet werden konnte (Abbildung 42 b). Weiterhin ist der
Fehler beim Erstellen der DTT-Stammlosung im Vergleich zu dem geringen
Konzentrationsbereich, der fiir die vollstindige Reduktion bendtigt wird, sehr groB.

Eine weitere Moglichkeit Reduktionspotentiale fiir Proteine zu bestimmen, die stabile
gemischte Disufide mit Glutathion bilden, wie etwa Glutaredoxine, besteht darin die oxidierte

und reduzierte Form des Proteins zu mischen, woraufhin Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen
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stattfinden, bis sich ein Gleichgewicht der beiden Spezies einstellt. Aus diesem Gleichgewicht
kann dann das Reduktionspotential bestimmt werden (Aslund et al., 1997). Allerdings ist
auch diese Methode fiir Mia40 nicht anwendbar, da Mia40 stabile, kovalente Homodimere
tiber die Cysteine des aktiven Zentrums bildet.

Da also auch durch Verwendung anderer Redoxpaare als GSH und GSSG kein
Reduktionspotential fiir Mia40 bestimmt werden konnte, wurde versucht aus den mit
Glutathion ermittelten Daten verwertbare Ergebnisse zu erhalten. Aus der elektrophoretischen
Analyse der Reduktion von Mia40 in Anwesenheit von GSH und GSSG konnen theoretisch
die Stabilititen des katalytischen Disulfids in Mia40 und des gemischten Disulfids zwischen
Mia40 und Glutathion bestimmt werden. Allerdings sind die Laufweiten der einzelnen
Spezies nicht klar genug voneinander getrennt um eine densitometrische Auswertung
durchzufiihren. Um dennoch ndherungsweise Werte flir diese Reduktionspotentiale zu
erhalten, wurde ausgehend von dem in Abbildung 42 a gezeigten Gel die GSH-Konzentration
abgeschitzt, bei der sich oxidiertes Mia40 und das gemischte Disulfid mit Glutathion, sowie
das gemischte Disulfid mit Glutathion und reduziertes Mia40 im Gleichgewicht befinden.
Anhand der so bestimmten Gleichgewichtskonstanten wurde das Reduktionspotential der
jeweiligen Mia40-Spezies berechnet. Obwohl die Abweichung dieser Analyse grof3 ist,
konnen so ndherungsweise die Stabilititen der Disulfide angegeben werden.

Durch die beschriebene Analyse wurde das Reduktionspotential des katalytischen Disulfids in
Mia40 zu nahe -160 mV und das Reduktionspotential des gemischten Disulfids zwischen
Mia40 und Glutathion zu nahe -210 mV bestimmt. Das Reduktionspotential des gemischten
Disulfids liegt in der Néhe des Literaturwerts fiir Mia40 (-200 mV), was daran liegen konnte,
dass dieser Zustand die Fluoreszenzénderung, die von Banci et al. als Sonde verwendet
wurde, bei der Reduktion von Mia40 durch Glutathion dominiert. Mit -160 mV liegt die
Stabilitét des katalytischen Disulfids von Mia40 zwischen den Werten, die fiir DsbA und PDI
bestimmt worden waren. Die Stabilisierung, die sich fiir das gemischte Disulfid zwischen
Mia40 und Glutathion ergibt, kann darauf zuriickzufiihren sein, dass durch die kovalente
Bindung zwischen getrennten Peptidketten weniger Spannung in das System eingefiihrt wird,
als durch die Oxidation benachbarter Cysteine im CPC-Motiv. Ein dhnliches Verhalten wurde
auch fiir das gemischte Disulfid zwischen DsbAci3s und Glutathion gefunden, dessen
Reduktionspotential mit -175 mV ebenfall negativer ist, als das des katalytischen Disulfids
(Zapun et al., 1993). Obwohl die gemischten Disulfide von Mia40 und DsbA mit Glutathion
stabiler sind, als die katalytischen Disulfide, sind sie instabiler, als die gemischten Disulfide
kurzer Peptide mit Glutathion (- 240 bis -260 mV) oder intramolekulare Disulfide in Peptiden
(-190 bis -215 mV) (Keire et al., 1992; Rabenstein & Weaver, 1996; Rabenstein & Yeo,
1994; Siedler et al., 1993).
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Abbildung 43: Stabilitit der gemischten Disulfide aus Mia40 und Cox17* gegeniiber Reduktion durch
Glutathion. Es wurden je 10 uM der gemischten Disulfide aus Mia40 und (a) Cox17*34c, (b) Cox17%4:c
und (¢) Cox17*s;c mit 0,1 mM GSSG und den angegebenen GSH-Konzentrationen in
0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C fiir 6 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch
Zugabe von lodacetat abgestoppt und die Proben durch nicht reduzierende SDS PAGE analysiert. (d) Die
Bandenintensitéten der gemischten Disulfide wurden densitometrisch ausgewertet und fiir Cox17*;6c (O),
Cox17*47¢c (A) und Cox17*5,c (V) gegen die Glutathionkonzentration aufgetragen. Die durchgezogenen
Linien entsprechen einem Angleich der Nernst-Gleichung. Die erhaltenen Reduktionspotentiale sind in
Tabelle 6 zusammengefasst.

Die ndherungsweise bestimmten Reduktionspotentiale fiir Mia40 und das gemischte Disulfid
zwischen Mia40 und Glutathion sollten im Weiteren fiir einen Vergleich mit den
Reduktionspotentialen der gemischten Disulfide zwischen Mia40 und Cox17%*cys
herangezogen werden. Um die Reduktionspotentiale dieser gemischten Disulfide zu
bestimmen, wurden sie mit einer Mischung aus GSH und GSSG inkubiert und die Reduktion
des kovalenten Komplexes zwischen Mia40 und Cox17*icys durch SDS-PAGE verfolgt
(Abbildung 43). Das gemischte Disulfid zwischen Mia40 und Cox17* ist deutlich stabiler, als
das mit Glutathion, das bereits durch 7 mM GSH vollstindig reduziert wird. Die hdchste
Stabilitdt zeigt dabei das Disulfid mit Cys57, das auch durch 33 mM GSH nicht vollstindig
reduziert werden konnte. Hohere Konzentrationen an GSH fiihrten wieder zu einer Zunahme
der Bande des gemischten Disulfids, eventuell weil in diesem Bereich das Blockieren der

freien Cysteine durch Iodacetat nicht mehr effizient war (Abbildung S 19).
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Eine Auswertung der Bandenintensititen der gemischten Disulfide durch die Nernst
Gleichung ergab die Reduktionspotentiale der gemischten Disulfide, die zwischen -277 mV
fiir Cys57 und -243 mV fiir Cys36 liegen (Tabelle 6, Abbildung 43 d). Sie sind damit
wesentlich negativer, als das Reduktionspotential von Mia40 mit -160 mV. Die
Gleichgewichtskonstante der Reduktion des gemischten Disulfids durch das Redoxpaar
GSH/GSSG steigt fiir das intermolekulare Disulfid zwischen Mia40 und Cox17* auf Werte
zwischen 0,6 und 8 M im Vergleich zu 0,0006 M fiir das katalytische Disulfid in Mia40 im
Ubergangsmittelpunkt. Dies zeigt, dass die Disulfide mit dem Substrat sehr viel stabiler sind,
als das intramolekulare, katalytische Disulfid. Es zeigt auch, dass die Interaktion zwischen
Mia40 und dem Substrat fiir die Stabilitdt entscheidend ist, da die Stabilisierung durch

Glutathion deutlich schwicher ausfallt.

Tabelle 6: Reduktionspotentiale und Stabilitdten von Mia40 und gemischten Disufiden mit Cox17*

Ty (°C) K. (mM) E’(mV) AAGreq (kJ mol™)

Miad0 oxidiert 88 £3 0,6 ~-160
200+ 5°

Mia40 reduziert 83+2
Gem. Disulfid aus
Mia40 und
Glutathion ~-210 -10
Cox17*36¢c 96+ 1 600 £ 300 243+ 6 -16
Cox17*36c37A38A39A 89+1 4,0+0,6 -182+2 -4
Cox17*36c50A51A 90 +3 40+30 -209+ 10 -9
Cox17*47¢ >102 1100 = 600 250+ 6 -17
Cox17*s57¢ >102 8000 = 2000 2772 -23
Cox17*57c37A38A39A 100 £2 3000 £ 2000 -261 £ 8 -19
Cox17*57¢50A51A 92 +1 140 + 80 225 +7 -13

Die Proben wurden wie unter Abbildung 43 beschrieben vorbereitet und durch Gelelektrophorese
analysiert. Die Bandenintensitét des gemischten Disulfids wurde gegen das Verhéltnis aus reduziertem
und oxidiertem Glutathion aufgetragen und die Reduktionspotentiale E° iiber die Nernst-Gleichung
bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardabweichung aus mindestens 3
unabhédngigen Experimenten. Die Reduktionspotentiale fiir Mia40 und das gemischte Disulfid
zwischen Mia40 und Glutathion sind lediglich abgeschétzt. *Der Wert wurde aus (Banci et al., 2009)
entnommen. Die Ubergangsmittelpunkte der thermischen Denaturierung entsprechen dem Punkt der
maximalen Steigung der Ableitungen der Denaturierungskurven, wie in Abbildung 41 b gezeigt. Der
angegebene Fehler entspricht einer Abschidtzung des Fehlers, der durch die Breite des Peaks der
abgeleiteten Kurve bestimmt wird. K™ ist die Gleichgewichtskonstante der Reduktion des
gemischten Disulfids durch Glutathion, AAGg.q gibt die Stabilisierung eines Disulfids gegeniiber dem
katalytischen Disulfid in Mia40 an.
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Der Vergleich der Stabilisierung des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und Cox17*
gegeniiber Reduktion durch Glutathion und gegeniiber thermischer Denaturierung zeigt, dass
beide Prozesse gekoppelt sind. Die kovalente Bindung des Substrats erhoht die
konformationelle Stabilitit von Mia40, was wiederum die Stabilitit des intermolekularen
Disulfid erhdht.

3.5.6 Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Mia40 und Cox17* stabilisieren das
gemischte Disulfid

Das Reduktionspotential von Disulfiden wird durch die effektive Konzentration der
Monothiole bestimmt. Anhand von Berechnungen wurden fiir niedermolekulare Reduktions-
mittel drei Faktoren gefunden, die die effektive Konzentration beeinflussen: Der
Diederwinkel der Disulfidbindung, die Winkel der beiden Thiolbindungen und van der
Waal’s Wechselwirkungen in der direkten Umgebung der Disulfide (Burns & Whitesides,
1990). Insbesondere der letzte Punkt kann fiir die Wechselwirkung zweier Proteine
entscheidend sein, da hier oft giinstige Interaktionen komplementdrer Fldchen auftreten. Bei
der Analyse der Interaktion von Mia40 und Cox17* konnten im Rahmen dieser Arbeit die
Reste der MISS/ITS-Sequenz (50F511) als wichtig fiir die nicht kovalente Komplexbildung
und die ILF-Sequenz (37138L39F) als entscheidend fiir die schnelle Ausbildung des
gemischten Disufids identifiziert werden (Kapitel 3.3.3 und 3.3.4). Da diese hydrophoben
Aminosduren die Wechselwirkung mit Mia40 bestimmen, konnten sie auch wichtig sein fiir
die Stabilisierung des kovalenten Intermediats. Daher wurden die gemischten Disulfide von
Mia40 und Cox17%*36c, sowie Cox17*s7c mit den Substitutionen 37A38A39A und 50A51A
ebenfalls analysiert.

Es zeigte sich, dass die eingefiihrten Substitutionen deutliche Einfliisse auf die Stabilitét des
gemischten Disulfids zwischen Cox17* und Mia40 gegeniiber thermischer Denaturierung
haben. Alle Mutationen wirken sich destabilisierend aus, wobei Aminosiuren in der Nihe des
Disulfids eine stirkere Auswirkung haben. Die Ubergangsmittelpunkte der
Denaturierungskurven des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und den Cox17*34c-
Varianten liegen nun im Bereich von oxidiertem Mia40, d.h. der Beitrag des Substrats zur
Stabilitit ist aufgehoben (Abbildung 44 a,b, Tabelle 6). Die kovalenten Komplexe aus Mia40
und den Cox17%*s;c-Varianten sind ebenfalls gegeniiber dem Komplex mit Wildtyp-
Cox17*s5c stark destabilisiert, wobei insbesondere die Substitutionen an den Positionen 50
und 51 zu einem starken Stabilititsverlust von mindestens 10 °C fiihren (Abbildung 44
c,d, Tabelle 6). Sind dagegen die Positionen 37-39 verdndert, so ist die Wechselwirkung
zwischen Mia40 und dem Substrat noch stark genug um zu einem deutlichen

Stabilititsgewinn gegeniiber den monomeren Proteinen zu fithren.
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Abbildung 44: Thermische Denaturierung der gemischten Disulfide aus Mia40 und Cox17*. Gezeigt
ist die thermischen Entfaltung von je 1 pM Protein in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4 verfolgt {iber
das CD-Signal bei 222 nm fiir Mia40 (O), sowie die gemischten Disulfide aus Mia40 und (a)
Cox17*35c (O), Cox17*35c37A38A39A (O) und Cox17*35c50A51A (O) bzw. aus Mia40 und (c)
Cox17*s57c (O), Cox17*5,c37A38A39A (O ) und Cox17*5,c50A51A (O ). Die Denaturierungskurven
wurden abgeleitet und die resultierenden Steigungen der Kurven gegen die Temperatur aufgetragen
(b, d). Die durchbrochenen Linien zeigen niherungsweise den Ubergangsmittelpunkt. Die
abgelesenen Ty-Werte sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Neben der thermischen Stabilitit wurde auch das Reduktionspotential der gemischten
Disulfide mit den Cox17*-Varianten bestimmt. Auch hier zeigten sich deutliche Unterschiede
gegeniiber den Ausgangsvarianten. Wird im gemischten Disulfid mit Cox17*36c die
MISS/ITS-Sequenz gegen Ala ersetzt, so flihrt dies zu einem Anstieg des
Reduktionspotentials um ca. 35 mV auf -210 mV, was ungefdhr dem Wert des gemischten
Disulfids aus Mia40 und Glutathion entspricht (Abbildung 45 b, Tabelle 6). Dies bedeutet,
dass Cox17* ohne die MISS/ITS-Sequenz keine stabilisierenden Wechselwirkungen mit
Mia40 eingehen kann. Die Substitution der ILF-Sequenz in direkter Nachbarschaft des
gemischten Disulfids mit Cys36 {ibt einen noch stirkeren Einfluss aus. Sie bewirkt, dass
bereits 7 mM GSH ausreichen um das kovalente Intermediat fast vollstindig zu reduzieren
(Abbildung 45 c). Dies entspricht einem Anstieg des Reduktionspotentials auf -182 mV, was
bedeutet, dass dieses intermolekulare Disulfid sogar weniger stabil ist, als das mit Glutathion
(Tabelle 6).
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Abbildung 45: Stabilitit der gemischten Disulfide aus Mia40 und Cox17*-Varianten gegeniiber Reduktion
durch Glutathion. Es wurden je 10 uM der gemischten Disulfide aus Mia40 und (a) Cox17*34c, (b)
Cox17*36c50A51A und (¢) Cox17*36c37A38A39A mit 0,1 mM GSSG und den angegebenen GSH-
Konzentrationen in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C fiir 6 h inkubiert. AnschlieBend wurde die
Reaktion durch Zugabe von lodacetat abgestoppt und die Proben durch nicht reduzierende SDS PAGE
analysiert. Die densitometrische Auswertung ist in Abbildung 46 d gezeigt.

Bildet Cys57 in Cox17* das gemischte Disulfid mit Mia40, so dndert sich der relative
Einfluss der Substitutionen auf das Reduktionspotential. Hier ist der destabilisierende Effekt
des Austausches der MISS/ITS-Sequenz deutlich grofer, als der der ILF-Sequenz (Abbildung
46). Die Substitution der ILF-Sequenz durch Ala fiihrt zu einer leichten Erhohung des
Reduktionspotentials auf -260 mV, womit dieses Disulfid nach wie vor stabiler ist, als die
gemischten Disulfide mit den anderen Cysteinen aus Cox17* (Abbildung 46 c, Tabelle 6).
Dies stimmt gut mit den Ergebnissen der thermischen Denaturierung der Proteine iiberein.
Hier hatte sich gezeigt, dass das gemischte Disulfid zwischen Mia40 und
Cox17*36c37A38A39A mit einem 7Ty-Wert nahe 100 °C immer noch extrem stabil ist
(Tabelle 6). Die Substitution der MISS/ITS-Sequenz beeinflusst das gemischte Disulfid
zwischen Mia40 und Cox17*s;c deutlich stirker. Sowohl die Stabilitdt gegeniiber Reduktion,
als auch gegeniiber thermischer Denaturierung ist deutlich verringert (Abbildung 46 b,Tabelle
6).
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Abbildung 46: Stabilitdt der gemischten Disulfide aus Mia40 und Cox17*-Varianten gegeniiber Reduktion
durch Glutathion. Es wurden je 10 pM der gemischten Disulfide aus Mia40 und (a) Cox17*s7c, (b)
Cox17*57;c50A51A und (¢) Cox17*57,c37A38A39A mit 0,1 mM GSSG und den angegebenen GSH-
Konzentrationen in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C fiir 6 h inkubiert. Anschlieend wurde die
Reaktion durch Zugabe von lodacetat abgestoppt und die Proben durch nicht reduzierende SDS PAGE
analysiert. Es wurden die Bandenintensitdten der gemischten Disulfide zwischen Mia40 und (d) Cox17*;34¢
(@A), Cox17*3c 37A38A39A (O), Cox17*3,cS0A51A (O) aus Abbildung 45 und (e) Cox17*s:c (V),
Cox17*5,c37A38A39A (V) und Cox17%5;c50A51A (V) aus Teilabbildung a-c, densitometrisch
ausgewertet und gegen die Glutathionkonzentration aufgetragen. Die durchgezogenen Linien entsprechen
einem Angleich der Nernst-Gleichung. Die erhaltenen Reduktionspotentiale sind in Tabelle 6
zusammengefasst..

Die Untersuchung der gemischten Disulfide zwischen Mia40 und Cox17*-Varianten
hinsichtlich ihrer Stabilitét gegeniiber thermischer Entfaltung und ihres Reduktionspotentials
ermoglicht es, einen Zusammenhang zwischen der konformationellen Stabilitdt und den
intermolekularen Disulfiden herzustellen. Aus der Auftragung des Reduktionspotentials
gegen den Ty-Wert ergibt sich ein linearer Zusammenhang der beiden Stabilititsparameter
(Abbildung 47). Je niedriger das Reduktionspotential ist, d.h. je groBer die Stabilitit des
Disulfids, desto groBer ist auch die konformationelle Stabilitdt. Die kovalente Bindung des

Substrats stabilisiert die gefaltete und damit bindungskompetente Form von Mia40, was
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wiederum dazu fiihrt, dass die hydrophobe Bindungsfurche des Enzym stabil bleibt und das
gemischte Disulfid durch die hydrophobe Umgebung geschiitzt wird.

-350||||||||||||||||
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Abbildung 47: Korrelation von konformationeller Stabilitdt und Reduktionspotential. Es wurde das
Reduktionspotential gegen den Tyy-Wert fiir Mia40 (@) und die gemischten Disulfide zwischen Mia40
und Cox17*35c (O), Cox17*36c 37A38A39A (O), Cox17*35c50A51A (O), Cox17*47¢c (A), Cox17*s7¢
(V), Cox17*57c37A38A39A (V) und Cox17*5;,c50A51A (V) aufgetragen. Die durchgezogene Linie
deutet den linearen Zusammenhang an.

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass die Stabilisierung des gemischten Disulfids durch
giinstige, vermutlich hydrophobe, Wechselwirkung der beiden Partner Mia40 und Cox17*
hervorgerufen wird. Um dies weiter zu untersuchen, wurde die Stabilitdt des gemischten
Disufids gegeniiber Reduktion durch Glutathion in Anwesenheit von 3 M Harnstoff
beispielhaft anhand von Cox17*3c und den Varianten Cox17*36c37A38A39A bzw.
Cox17*36c50A51A untersucht. Das Denaturierungsmittel Harnstoff schwicht hydrophobe
Interaktionen und hebt damit die stabilisierenden Wechselwirkungen zwischen Mia40 und
Cox17* im gemischten Disulfid auf. Dies konnte dazu fiithren, dass die Unterschiede der
Reduktionspotentiale der gemischten Disufide zwischen Mia40 und den Cox17*-Varianten
verringert werden, da die gilinstigen Wechselwirkungen gestort werden. Mia40 selbst ist
extrem stabil und in 3 M Harnstoff noch vollstindig gefaltet. Abbildung 48 zeigt, dass in
Gegenwart von 3 M Harnstoff die Unterschiede in der Stabilitit der gemischten Disulfide
zwischen Mia40 und den drei Cox17*;¢c-Varianten praktisch verschwunden sind. Nach der
Schwichung der hydrophoben Interaktionen durch Harnstoff werden sie in gleicher Weise
durch GSH reduziert. Die genauen Reduktionspotentiale konnten nicht ermittelt werden, da
die Datenpunkte fiir niedrige GSH-Konzentrationen deutlich vom symmetrischen
Kurvenverlauf abweichen (Abbildung 48 d). Eine mogliche Erkldrung hierfiir ist, dass
Harnstoff sich unterschiedlich auf die Oxidations- bzw. Reduktionskraft von GSH und GSSG

auswirkt. Dies konnte aber nicht abschlieend geklirt werden.

100



Ergebnisse und Diskussion

a Mia40 Cox17 0 0,08 0,15 0,3 0,6 1 1,5 2,5 3 5 10 mM GSH
30 — = Sdsiianite i —
20 =L e
5 - -~
20 7 e .

— — — SR —— — —
15/ - T — ""-\
¢ 30 — — a e -
25 — _— -
204 .
e c— T —— S — .
- T =2

Anteil reduziertes Protein

105104 10° 102 10" 1 10" 10 10°
[GSHJY[GSSG] (M)

Abbildung 48: Stabilitit der gemischten Disulfide aus Mia40 und Cox17* gegeniiber Reduktion durch
Glutathion in Anwesenheit von Denaturierungsmittel. Es wurden je 10 uM der gemischten Disulfide aus
Mia40 und (a) Cox17*36c, (b) Cox17*36c50AS51A und (¢) Cox17%*345c37A38A39A mit 0,1 mM GSSG und
den angegebenen GSH-Konzentrationen in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4, 3 M Harnstoff bei 15 °C fiir
6 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von lodacetat abgestoppt und die Proben
durch nicht reduzierende SDS PAGE analysiert. (d) Es wurden die Bandenintensitéten der gemischten
Disulfide aus den Teilabbildungen a-c densitometrisch ausgewertet und fiir Cox17*3c (O),
Cox17*36c37A38A39A (@) und Cox17*3,c50A51A (O) aufgetragen. Die ausgefiillten Symbole
entsprechen den Werten in Abwesenheit von Harnstoff und wurden Abbildung 45 entnommen. Die
durchgezogenen Linien entsprechen einem Angleich durch die Nernst-Gleichung.

3.5.7 Cox17%* ist im gemischten Disulfid mit Mia40 entfaltet

Die Stabilitdt des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und Cox17* wird durch die
Hydrophobizitdt seiner unmittelbare Umgebung bestimmt. Die direkt benachbarte ILF-
Sequenz an den Positionen 37-39 stabilisiert das gemischte Disulfid mit Cys36, wéhrend die
MISS/ITS-Sequenz (Position 50 und 51) wichtig fiir die Stabilitit der kovalenten Bindung
von Cys57 zu Mia40 ist. Die stabilisierenden Reste sind jeweils sehr hydrophob und
begiinstigen damit die Cystin-Form gegeniiber dem polareren Cystein. Da das gemischte
Disulfid hierdurch stabilisiert wird und weniger leicht zu reduzieren ist, wird das

Reduktionspotential stirker negativ. Entsprechend fiihrt der Austausch der stabilisierenden
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hydrophoben Aminosduren zu einem Anstieg des Reduktionspotentials, da das gemischte
Disulfid nun leichter reduziert werden kann. Damit kann der Einfluss der ILF- und MISS/ITS-
Sequenz auf die Reduktionspotentiale durch direkte Wechselwirkung der hydrophoben
Aminosduren mit dem Disulfid erklirt werden.

Die NMR-Struktur eines gemischten Disulfids aus humanem Mia40 und Cox17 zeigt, dass
die Reste 48-62 des Substrats bei Bindung an die hydrophobe Furche des Enzyms eine Helix
ausbilden (Banci et al., 2010). Es wire moglich, dass die Ausbildung dieser Helix durch
giinstige Wechselwirkungen zwischen Mia40 und Cox17 das gemischte Disulfid stabilisiert.
Daher sollte nun untersucht werden ob sich die Cox17*-Varianten, die zu unterschiedlichen
Reduktionspotentialen der gemischten Disulfide mit Mia40 fiihren, in der Ausbildung von
Sekundérstrukturelementen bei Bindung an Mia40 unterscheiden. Es wurden CD-Spektren
der gemischten Disulfide, sowie von Cox17* bzw. Mia40 aufgenommen, um eventuell
entstehende Helix-Strukturen zu identifizieren (Abbildung 49). Helices zeigen ein sehr starkes
CD-Signal und sollten daher klar sichtbar sein.

Das CD-Signal von Mia40 ist hauptsdchlich durch helikale Anteile gepridgt, wohingegen
Cox17*36c und die Varianten weitgehend entfaltet vorliegen (Abbildung 49 a,c,d). Das
gemischte Disulfid aus Mia40 und Cox17*;3¢c zeigt sowohl bei den Helix-Minima bei 222 nm
und 208 nm, als auch im positiven Bereich um 190 nm ein stirkeres Signal, als Mia40 alleine.
Zum Vergleich wurde die Summe der Einzelspektren von Mia40 und Cox17*;¢c gebildet. Das
resultierende Spektrum weicht besonders in den Bereichen um 208 nm und 190 nm von dem
des gemischten Disulfids ab, was dafiir sprechen wiirde, dass sich bei Komplexbildung
tatsdchliche zusétzliche Strukturelemente ausbilden. Um zu iberpriifen ob die kovalente
Bindung hierfiir nétig ist, wurde ein Spektrum einer Mischung aus Mia40ca96sc298s und
Cox17*36c gemessen. In diesem Fall konnen die beiden Proteine nur den nicht kovalenten
Komplex ausbilden. Das gemessene Spektrum ist deckungsgleich zur Summe der
Einzelspektren, was zeigt, dass nur durch Bildung des gemischten Disulfids Struktur induziert
wird. Durch Bildung der Differenz der Spektren aus gemischtem Disufid und Mia40 bzw.
Miad40c296sc208s kann die Struktur von Cox17* im gebundenen Zustand erhalten werden
(Abbildung 49 b,d,f). Der Vergleich mit dem Spektrum von isoliertem Cox17* zeigt, dass die
Abweichung hauptsichlich im positiven Bereich bei 190 nm liegt und das Minimum zu
groBBeren Wellenldngen verschoben ist. Im Bereich von 222 nm, der indikativ fiir Helices ist,
sind die Spektren jedoch gleich, was gegen die Ausbildung einer zusitzlichen Helix im
Substrat spricht. Vermutlich sind die Unterschiede der Spektren eher durch eine Reduktion
der Flexibilitit der gebundenen Proteinkette, als durch Ausbildung fester
Sekundérstrukturelemente zu erkldren. Ein deutlicher Unterschied zwischen den Cox17*
Varianten, der die stark unterschiedlichen Reduktionspotentiale erkldren wiirde, konnte nicht

gefunden werden.
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Abbildung 49: Sekundarstruktur des gemischten Disulfids aus Mia40 und Cox17*. Gezeigt sind die
CD-Spektren von je 4 uM (a,c,e) Miad0 (—), Mia40cy96sc20ss (---), sowie zusétzlich von (a) Cox17%34c
(—), dem gemischten Disulfid aus Mia40 und Cox17*;sc (—), einer Mischung aus Mia40c96sc298s
und Cox17*3¢c () und der berechneten Summe der Einzelspektren aus Mia40 und Cox17*;36¢c ().
In Teilabbildung (c) und (e) sind die entsprechenden Spektren dargestellt, wobei statt Cox17%;¢c
Cox17*36c37A38A39A (c) bzw. Cox17*34cS0AS51A (e) verwendet wurde. Zuséatzlich gezeigt sind die
Differenzspektren von (b) dem gemischten Disulfid aus Cox17*;c und Mia40 (—) bzw.
Miad40coo6sc98s (---) und als Vergleich das Spektrum von Cox17*;6c (—). Die Darstellung in d und f
ist analog zu b, wobei statt Cox17*;5c Cox17%*33c37A38A39A (d) bzw. Cox17%;,c50A51A (f)
verwendet wurde. Alle Messungen wurden in 10 mM Kaliumphosphat, pH 7.4 bei 15 °C durchgefiihrt.

Durch die hier durchgefiihrten Analysen der gemischten Disulfide zwischen Mia40 und dem

Substratprotein Cox17* konnten die molekularen Grundlagen fiir die extreme Langlebigkeit
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des gemischten Disulfids aufgeklart werden. Der Zustand des gemischten Disulfids zwischen
Mia40 und einem Substratprotein ist thermodynamisch stark begiinstigt. Die spezifischen
Wechselwirkungen beider Proteine iiber hydrophobe Aminosduren fiihren dazu, dass die
Stabilitdt gegeniiber thermischer Denaturierung von Mia40 im Vergleich zum isolierten
Protein deutlich erhoht wird. Auch die Stabilitit gegeniiber Reduktion ist fiir die
intermolekularen Disulfide zwischen Mia40 und Cox17* wesentlich hoher, als fiir das
katalytische Disulfid in Mia40. Dies hat zur Folge, dass sich in Anwesenheit eines Substrats
immer ein grofler Anteil an gemischtem Disulfid mit Mia40 ausbildet. Die Auflosung dieses
gemischten Disulfids ist jedoch weniger stark begiinstigt und erfolgt nur dann mit guter
Effizienz, wenn dieser Prozess durch Ausbildung stabiler intramolekularer Disulfide im
Substrat angetrieben wird. Dies bedeutet, dass die energetische Triebkraft der Oxidation von
Cox17* durch Mia40 vom Substrat selbst kommt und das Erreichen des nativen
Faltungszustands die Freisetzung des korrekt oxidierten Substrats aus dem Komplex mit
Mia40 steuert.

104



Zusammenfassende Diskussion

4 Zusammenfassende Diskussion

Der Intermembranraum von Mitochondrien (IMS) wurde lange Zeit als reduzierende
Umgebung angesehen. Die &dullere Mitochondrienmembran enthélt Porine, durch die
Glutathion aus dem Cytosol frei diffundieren kann und daher wurde angenommen, dass sich
im IMS das gleiche reduzierende Milieu einstellt, wie im Cytosol. Dennoch wurden
zunehmend disulfidhaltige Proteine im IMS entdeckt und schlielich konnte mit Mia40 ein
Enzym identifiziert werden, das die oxidative Faltung von Proteinen in Mitochondrien
katalysiert (Chacinska et al., 2004; Mesecke et al., 2005; Naoe et al., 2004; Terziyska et al.,
2005). Mia40 ist eine neuartige Thiol-Disulfid-Oxidoreduktase, die sich in Struktur und
Mechanismus erheblich von den bisher bekannten Thioredoxin-dhnlichen Enzymen
unterscheidet. Obwohl der Intermembranraum von Mitochondrien topologisch dem
bakteriellen Periplasma entspricht, hat sich in diesem Kompartiment ein Oxidationssystem
entwickelt, das nicht mit dem prokaryotischen Dsb-System verwandt ist.

In dieser Arbeit wurde die Oxidation des natiirlichen Substrats Cox17 durch Mia40 auf
molekularer Ebene untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse helfen, den Mechanismus der
Substratoxidation besser zu verstehen und erweitern das Verstdndnis der biologischen
Funktion von Mia40.

4.1 Der Faltungszustand der Substrate bestimmt die Bindungsaffinitit zu Mia40

Mia40 besitzt im Gegensatz zu den Thioredoxin-&dhnlichen Oxidoreduktasen keine separate
Substratbindungsdoméne. Dafiir bilden hoch konservierte, hydrophobe Aminoséuren eine
flache Substratbindungsfurche in direkter Nachbarschaft des katalytischen Disulfids (Banci et
al., 2009). Mia40 bindet reduziertes, entfaltetes Cox17 mit einem Kp im niedrigen
mikromolaren Bereich. Die Bindung ist sehr dynamisch und der Komplex hat eine mittlere
Lebensdauer von lediglich 10-100 ms. Dies erlaubt einerseits der gebundenen Polypeptidkette
verschiedene Bindungsmodi durch schnelle Dissoziation und Reassoziation zu durchlaufen,
bis die optimale Position erreicht ist. Zum anderen wird so eine dauerhafte Blockade von
Mia40 durch permanent entfaltete, oder beschddigte Proteine im IMS verhindert. Die
MISS/ITS-Sequenz, die anhand von Importexperimenten mit isolierten Mitochondrien als
wichtiger Bereich fiir die Interaktion zwischen Cox17 und Mia40 identifiziert wurde (Sideris
et al., 2009), spielt eine wichtige Rolle bei der nicht kovalenten Assoziation. Da diese
Sequenz aus drei hydrophobene Aminosduren besteht, vermittelt sie die Wechselwirkung
zwischen dem entfalteten Substrat und der Substratbindungsfurche von Mia40. Oxidiertes
Cox17 interagiert nicht mehr mit Mia40, da es nativ gefaltet und die MISS/ITS-Sequenz nicht
mehr zugdnglich ist.

Die Bindung von Proteinen an Mia40 beschréinkt sich nicht auf natiirliche Substrate aus dem

mitochondrialen Intermembranraum. Auch das nicht verwandte, permanent entfaltete Protein
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RCM-a-Lactalbumin bindet an Mia40. Es ist vielmehr entscheidend, dass die Proteine
entfaltet vorliegen und die dadurch exponierten hydrophoben Aminosduren mit den
hydrophoben Bereichen in Mia40 wechselwirken konnen. Die unspezifische Bindung
entfalteter Polypeptidketten erlaubt es Mia40 mit einer Vielzahl von Proteinen zu
interagieren, die keine Sequenz- oder Strukturéhnlichkeit aufweisen miissen und fiihrt so zu

einem breiteren Substratspektrum des Enzyms.
4.2 Mia40 reagiert spezifisch mit Cysteinen in hydrophober Umgebung

Die CX3;C- bzw. CXoC-Substrate von Mia4(0 enthalten jeweils vier Cysteine, die zwei
strukturelle Disulfide ausbilden (Longen et al., 2009). In Cox17 unterscheiden sich die
apparenten Raten der Ausbildung des gemischten Disulfids dieser Cysteine mit Mia40 400-
fach. Der entscheidende Faktor, der zur Aktivierung eines bestimmten Cysteins des Substrats
im Enzym-Substrat-Komplex fiihrt, ist die Orientierung dieses Cysteins zum katalytischen
Disulfid von Mia40. Hierbei spielt zum einen der Abstand zwischen den reagierenden
Gruppen eine Rolle, zum anderen die genaue Ausrichtung zueinander. Die Thiol-Disulfid-
Austauschreaktion ist eine bimolekulare, nukleophile Substitutionsreaktion (Sx2). Wihrend
der Reaktion tritt ein linearer Ubergangszustand auf, dessen Geometrie die Kinetik der
Reaktion beeinflusst (Jensen et al., 2009). Cysteine, die beispielsweise durch die umgebende
Proteinstruktur schlecht einen solchen linearen Zustand einnehmen koénnen, sind weniger
reaktiv.

In Mia40 liegen die hydrophobe Bindungsfurche und das katalytische Disulfid unmittelbar
nebeneinander. Eine komplementére hydrophobe Fliache im reduzierten Substrat ist wichtig
fiir die Ausbildung des nicht kovalenten Komplexes, der ausschlieBlich iiber hydrophobe
Wechselwirkungen stabilisiert wird. Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang
die ILF-Sequenz in Cox17, die aus drei hydrophoben Reste (Ile37, Leu38, Phe39) in direkter
Nachbarschaft zu Cystein36 besteht. Sie dirigiert dieses Cystein in die Ndhe des aktiven
Zentrums und sorgt so fiir die extreme Beschleunigung der Ausbildung des gemischten
Disulfids. Cys26 ist in Wildtyp-Cox17 extrem unreaktiv, die Reaktivitit kann jedoch durch
Einfiihren der ILF-Sequenz in direkter Nachbarschaft von Cys26 fast auf den Wert von Cys36

verbessert werden.

4.3 Die gemischten Disulfide mit Mia40 werden durch hydrophobe Interaktionen

stabilisiert

Gemischte Disulfide mit Oxidoreduktasen konnen im Allgemeinen nicht charakterisiert
werden. Die intramolekularen Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen sind in der Regel sehr
schnell und daher akkumuliert das gemischte Disulfid nicht, sondern reagiert sofort unter
Bildung eines Disulfids im Substrat weiter. Mia40 bildet eine Ausnahme beziiglich der
Stabilitdt der gemischten Disulfide mit den Substraten. Diese sind extrem langlebig und

konnen sowohl in vitro populiert, als auch aus Zellen isoliert werden. Die Bildung dieser
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Disulfide ist sehr schnell, ihre Auflésung unter Freisetzung des oxidierten Substrats jedoch
langsam. Dies ermoglichte es, die gemischten Disulfide zwischen Mia40 und Cox17
eingehend zu untersuchen.

Die molekulare Grundlage fiir die ungewohnliche Langlebigkeit des kovalenten Komplexes
war bisher unbekannt. Eine Moglichkeit wére, dass die Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen,
die zur Auflosung des gemischten Disulfids fiihren, durch Verdnderung der pK-Werte der
beteiligten Cysteine stark verlangsamt sind. Eine Erhohung der pK-Werte wiirde die
Reaktivitdt der Cysteine verringern und so verhindern, dass beispielsweise das verbleibende
katalytische Cystein in Mia40 das gemischte Disulfid in einer unproduktiven Reaktion
auflost. In PDI verdndern sich die pK-Werte der katalytischen Cysteine wéhrend der Katalyse,
da sich die chemische Umgebung der Thiole durch Umlagerungen der Struktur verdndert.
Dies ermoglicht es PDI zwischen der Oxidase- und der Isomerasefunktion umzuschalten
(Lappi et al., 2004). Die pK-Werte der katalytischen Cysteine von Mia40 sind, im Gegensatz
zu den stark erniedrigten Werten der N-terminalen katalytischen Cysteine in DsbA und PDI,
im Vergleich zu den Werten freier Cysteine kaum verschoben und im gemischten Disulfid mit
Cox17 gegeniiber dem isolierten Protein nahezu unverindert.

Wiéhrend die Reaktivitdt des verbleibenden freien Cysteins von Mia40 im gemischten
Disulfid also nicht fiir die Langlebigkeit dieses Zustands verantwortlich ist, leisten die
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Mia40 und Cox17 einen groBen Beitrag hierzu.
Mia40 ist gegeniiber thermischer Denaturierung mit einem Ubergangsmittelpunkt von ca.
88 °C extrem stabil. Die Reduktion des katalytischen Disulfids fiihrt zu einer leichten
Destabilisierung des Proteins. Der kovalente Komplex zwischen Mia40 und Cox17 stellt
hingegen einen energetisch giinstigeren Zustand dar und ist stabiler als oxidiertes und
reduziertes Mia40. Dies erklart, warum die Auflosung des gemischten Disulfids zum
instabileren, reduzierten Mia40 hin ungiinstig ist.

Das Reduktionspotential gibt die Elektronenaffinitit und damit die Stabilitét eines Disulfids
an. Je positiver das Reduktionspotential, desto grofler ist die Elektronenaffinitidt und desto
instabiler das Disulfid. DsbA weist mit -120 mV das positivste Reduktionspotential aller
Oxidoreduktasen auf (Inaba & Ito, 2002). Das Reduktionspotential des katalytischen Disulfids
von Mia40 betrdagt — 160 mV und deutet damit ebenfalls auf ein eher instabiles Disulfid hin.
Die gemischten Disulfide mit dem Substrat besitzen hingegen deutlich negativere
Reduktionspotentiale und sind damit auch wesentlich stabiler. Das gemischte Disulfid
zwischen Mia40 und Cys57 aus Cox17 zeigt ein Reduktionspotential von -277 mV und ist
somit um 23 kJ/mol gegeniiber dem katalytischen Disulfid in Mia40 stabilisiert. Die hohe
Stabilitit der gemischten Disulfide gegeniiber Reduktion korreliert mit der konformationellen
Stabilitdt und ist der Grund fiir die Langlebigkeit der kovalenten Intermediate zwischen
Mia40 und Cox17.

Die Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Aminosduren in Mia40 und Cox17

stabilisieren das gemischte Disulfid. Diese Kontakte erfolgen in direkter Umgebung des
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intermolekularen Disulfids zwischen Cox17 und Mia40. Die hydrophobe Umgebung des
Disulfids bevorzugt den unpolaren oxidierten Zustand gegeniiber dem polareren Dithiol und

wirkt dadurch stabilisierend.

4.4 Die konformationelle Faltung des Substrats und die kinetische Kontrolle von

Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen steuern die oxidative Faltung durch Mia40

Das gemischte Disulfid zwischen Cox17 und Mia40 wird unter Freisetzung des oxidierten
Substrats aufgelost. Um Cox17 vollstdndig zu oxidieren miissen zwei Disulfide gebildet
werden. Die Bildung des inneren Disulfids ist schnell, wahrend die Bildung des dufleren
Disulfids der langsame, geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Katalyse ist. Die
Reihenfolge der Disufidbildung durch Mia40 wird durch kinetische Kontrolle der Thiol-
Disulfid-Austauschreaktionen gesteuert.

Im nicht kovalenten Komplex zwischen Mia40 und Cox17 wird das gemischte Disulfid
priferenziell mit Cys36 aus Cox17 gebildet, da diese Reaktion extrem schnell ist. Die
Auflosung des gemischten Disulfids kann durch nukleophilen Angriff eines der drei
verbliebenen Cysteine des Substrats an Cys36 erfolgen. Hierdurch wiirde sich mit Cys47 das
native, innere Disulfid, mit Cys26 und Cys57 hingegen jeweils ein nicht natives Disulfid
bilden. Der Angriff von Cys57 am gemischten Disulfid findet nicht statt, moglicherweise weil
die beiden reagierenden Cysteine des Substrats zu weit voneinander entfernt sind. Das nicht
native Disulfid zwischen Cys26 und Cys36 wird zwar gebildet, allerdings sehr langsam. Die
Bildung des nativen Disulfids durch Angriff von Cys47 am gemischten Disulfid mit Mia40 ist
dagegen sehr schnell. Daher ist diese Reaktion deutlich beglinstigt und es wird hauptsdchlich
Cox17 mit der oxidierten, inneren Disulfidbriicke freigesetzt.

Diese teiloxidierte Spezies ist noch weitgehend entfaltet und die MISS/ITS-Sequenz weiterhin
zuginglich. Daher kann das teiloxidierte Substrat erneut an die Substratbindungsfurche in
Mia40 binden und die zweite Disulfidbriicke (Cys26-Cys57) gebildet werden. Die
Freisetzung des nativ gefalteten, oxidierten Substrats stellt den finalen, irreversiblen Schritt
der Katalyse dar. Durch das Erreichen des nativen Faltungszustandes werden hydrophobe
Reste und die strukturellen Disulfide des Substrats im Innern des Proteins verborgen, so dass
keine weitere Interaktion mit Mia40 mdglich ist. Die konformationelle Faltung des Substrats
liefert demnach die Triebkraft fiir die Oxidation durch Mia40. Wie alle anderen
Faltungshelfer besitzt auch Mia40 keine Information iiber den richtigen Faltungszustand der
Substrate. Dieser ist vielmehr in der Struktur des Substrats kodiert, da korrekt gefaltete
Proteine dem Katalysegleichgewicht entzogen werden.

Die rdumliche Nidhe zwischen der hydrophoben Bindungsfliche und dem katalytischen
Disulfid erméglicht es Mia40 im Substrat Cysteine in hydrophober Umgebung zu selektieren.
Diese bilden oft Disulfide, die im Inneren des Proteins vergraben sind und daher friih gebildet
werden sollten, um den Faltungsweg nicht zu blockieren. Die Proteine der CXoC-

Substratfamilie von Mia40 sind strukturell untereinander eng verwandt, da sie, genau wie
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Cox17, eine Helix-Schleife-Helix-Struktur einnehmen, die durch zwei Disulfide stabilisiert
wird. Eine Sequenzanalyse von 13 dieser Proteine ergab, dass die Cysteine, die das innere
Disulfid bilden, gehéduft in einer hydrophoben Umgebung liegen. Es konnte also ein
allgemeines Prinzip sein, dass Disulfide, die im nativen Protein schlecht zugénglich sind,
zuerst durch Mia40 eingefiihrt werden, damit die entstehenden teilgefalteten Substrate in einer

nachfolgenden Reaktion durch Mia40 weiter oxidiert werden konnen.
4.5 Miad0 ist eine Disulfidisomerase

Es war bisher ungeklart, ob Mia40 neben der Thioloxidase- auch eine
Disulfidisomerasefunktion besitzt. Die géngige Annahme war, dass die strukturell einfach
aufgebauten CX;C- und CXoC-Substrate bei Bindung an Mia40 friih helikale Strukturen
ausbilden und diese ein Geriist vorgeben, das die korrekte Disulfidverbriickung sterisch
begiinstigt. Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich, dass Mia40 tatsdchlich Mechanismen
besitzt, durch die préiferenziell die nativen Disulfide in Cox17 gebildet werden. Die Bildung
nicht nativer Disulfide ist deutlich langsamer, als die Bildung korrekter Verbriickungen.
Dennoch ist es wahrscheinlich, dass als Nebenprodukt der Oxidation auch ein geringer Anteil
falsch verbriickter Spezies entsteht.

Fehlverbriicktes Cox17 kann durch reduziertes Mia40 in den nativen Zustand iberfiihrt
werden, was beweist, dass das Enzym im Gegensatz zu reinen Thioloxidasen, wie DsbA, auch
Isomerasefunktion besitzt. Allerdings ist die Isomerisierungseffizienz eher gering. Fiir die
Oxidation der einfach aufgebauten CX;C- und CXoC-Substrate mit je zwei Disulfiden ist eine
Isomerisierungsreaktion moglicherweise fiir die korrekte oxidative Faltung nicht unbedingt
ndtig. Es werden jedoch zunehmend Substrate von Mia40 entdeckt, die nicht zu diesen beiden
Substratfamilien gehoren. Sie weisen eine komplexere Tertidrstruktur auf und enthalten, wie
im Fall von Atp23, bis zu 10 Cysteine (Weckbecker et al., 2012). Es ist unwahrscheinlich,
dass die Oxidation dieser komplexen Verbriickungen immer korrekt ablduft und ohne
nachtragliche Isomerisierung der native Zustand erreicht wird. Daher ist die
Isomerasefunktion fiir die oxidative Faltung komplexer IMS-Proteine in vivo vermutlich von
Bedeutung.

4.6 Modell fiir die Oxidation von Cox17 durch Mia40

Die oxidative Faltung von Proteinen durch Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen kann stark
vereinfacht auf drei Schritte reduziert werden (Abbildung 6). Zu Beginn bilden Enzym und
Substrat einen nicht kovalenten Komplex. Ausgehend von diesem nicht kovalenten Komplex
wird das gemischte Disulfid durch Angriff eines Cysteins aus dem Substrat am katalytischen
Disulfid des Enzyms gebildet. Seine Auflosung durch einen weiteren Angriff eines
Substratcysteins am gemischten Disulfid fiihrt zur Freisetzung des oxidierten Substrats. Durch

die Analyse dieser drei Schritte fiir die Interaktion zwischen Mia40 und Cox17 konnte ein
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neuer, detaillierterer Mechanismus fiir die Susbtratoxidation durch Mia40 aufgestellt werden
(Abbildung 50).

In Schritt 1 bildet Mia40 mit Cox17 einen hoch dynamischen, nicht kovalenten Komplex mit
sehr kurzer Lebensdauer aus. Die Affinitdt von Mia40 zu Cox17 wird durch hydrophobe
Bereiche des Substrats, insbesondere durch die ILF- und die MISS/ITS-Sequenz, bestimmt.
Ein wichtiges strukturelles Merkmal von Mia40, das den Katalysemechanismus beeinflusst,
ist die direkte Nachbarschaft von Substratbindungsfurche und katalytischem Disulfid. Dies
ermOglicht es Mia40 selektiv mit Substratcysteinen in einer hydrophoben Umgebung zu
interagieren. Die hydrophoben Reste der ILF-Sequenz binden an die ebenfalls hydrophobe
und hoch konservierte Umgebung des katalytischen Disulfids von Mia40 und richten Cys36
aus Cox17 optimal aus, damit es in Schritt 2 sehr schnell das gemischte Disulfid mit dem
Enzym bilden kann. Dessen Reduktionspotential ist mit -240 mV deutlich negativer, als das
des katalytischen Disulfids in Mia40 (-160 mV). Damit ist es wesentlich stabiler gegeniiber
Reduktion und somit auch langlebig.
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Abbildung 50: Modell der Substratoxidation durch Mia40. Gezeigt ist die Oxidation von Cox17
(magenta) durch Mia40 (grau). Wichtige Sequenzbereiche der Proteine sind farbig markiert. Die
hydrophobe Bindungsfurche von Mia40 ist tiirkis, die ILF-Sequenz blau und die MISS/ITS-Sequenz
griin dargestellt. Weiterhin sind die Standardreduktionspotentiale E° der gezeigten Disulfide unter den
jeweiligen Spezies angegeben. * Das Reduktionspotential fiir Cox17 wurde aus Voronova et al., 2007
entnommen.

Die Auflosung des kovalenten Komplexes durch Cys47 in Schritt 3 fiihrt zur Freisetzung
eines teiloxidierten Intermediats, das das innere Disulfid (Cys36-Cys47) enthédlt. Dieses
Intermediat ist nur teilweise strukturiert und in Gegenwart von Mia40 nur bedingt stabil. Die
MISS/ITS-Sequenz ist wegen der fehlenden Strukturierung nach wie vor zugénglich und
vermittelt die weitere Interaktion mit Mia40. Diese kann in einer produktiven und einer
unproduktiven Richtung verlaufen. Ist reduziertes Mia40 vorhanden, so kann ein Cystein
seines aktiven Zentrums das instabile Disulfid des Substrats angreifen, was der Riickreaktion
zum initialen gemischten Disulfid entspricht. Reagiert das Intermediat jedoch mit oxidiertem

Mia40, wie in Schritt 4 gezeigt, ist dies der produktive Weg hin zum volloxidierten Substrat.
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Das zweite gemischte Disulfid bildet sich zwischen Mia40 und Cys57 in Cox17 aus
(Schritt 5). Auch dieses intermolekulare Disulfid wird durch die giinstigen hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat stabilisiert. Daher ist die Freisetzung des
volloxidierten, nativ gefalteten Cox17 aus dem Komplex in Schritt 6 langsam. Korrekt
oxidiertes Cox17 enthidlt zwei stabile Disulfide mit einem Reduktionspotential von -340 mV
(Voronova et al., 2007). Es ist nativ gefaltet und bindet daher nicht mehr an Mia40. Der
Energiegewinn durch das Erreichen des nativen Faltungszustands des Substrats liefert die

Triebkraft fiir die oxidative Faltung.

4.7 Die katalytischen Eigenschaften von Mia40 entsprechen den Anforderungen an

einen Faltungshelfer im mitochondrialen Intermembranraum

In dieser Arbeit wurde der Mechanismus der oxidativen Faltung von Cox17 durch Mia40
untersucht. Die Ergebnisse und der Vergleich mit DsbA und PDI helfen, die biologische
Funktion von Mia40 im mitochondrialen Intermembranraum besser zu verstehen.

Obwohl Mia40 zur Enzymfamilie der Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen gehdrt, nimmt es keine
Thioredoxin-&hnliche Struktur ein, wie die groBe Mehrheit dieser Enzyme. Dies ist besonders
tiberraschend, da der mitochondriale Intermembranraum topologisch dem bakteriellen
Periplasma entspricht. Dennoch besitzt er ein Oxidationssystem, das nicht mit dem
bakteriellen Dsb-System verwandt ist. Mia40 besteht aus einer einfachen Helix-Schleife-
Helix-Struktur mit zwei CXoC-Motiven, die zwei strukturelle Disulfide ausbilden. Damit
besitzt es unerwartete Ahnlichkeit zu vielen seiner Substrate. Mia40 wird, wie alle anderen
IMS-Proteine, im Cytosol exprimiert und muss anschlieBend in die Mitochondrien
transportiert werden. Fiir den Transport benétigt es das mitochondriale Disulfid-
Staffelsystem, d.h. Mia40 ist sein eigenes Substrat (Chatzi et al., 2013; Sztolsztener et al.,
2013). Die strukturelle Ahnlichkeit zwischen Mia40 und vielen Substratproteinen kénnte dazu
beitragen, dass nicht nur die Substrate, sondern auch das Enzym selbst effizient importiert und
durch Mia40 oxidiert werden kdnnen.

Miad40 teilt grundlegende mechanistische Eigenschaften mit anderen Vertretern der
Oxidoreduktasen, wie DsbA oder PDI und auch anderen Enzymklassen. Durch Bindung an
hydrophobe Bereiche wird die effektive Konzentration des Substrats nahe am katalytischen
Zentrum erhdht und so die Katalyse erleichtert. Die Bindung ist sehr dynamisch, was auch fiir
Prolylisomerasen beobachtet worden war, um effektiven Transfer zum aktiven Zentrum zu
gewdhrleisten (Geitner & Schmid, 2012; Zoldak et al, 2013). Durch Bildung eines
kovalenten Intermediats mit dem Substrat und Angriff eines weiteren Cysteins aus dem
Substrat wird ein Disulfid in das Substrat eingefiihrt. Die Oxidoreduktasen selbst besitzen
dabei keine Information iiber die korrekte, native Disulfidverbriickung. Diese Information ist
vielmehr in der Aminosduresequenz des Substrats kodiert. Ist die richtige

Disulfidverbriickung erreicht, faltet das Protein in den stabilen, nativen Zustand und macht so

111



Zusammenfassende Diskussion

den letzten Schritt der Katalyse irreversibel. Dies ist ein allgemeines Prinzip enzymatisch
katalysierter, unidirektionaler Reaktionen und gilt auch fiir Mia40.

Mia40 zeigt jedoch auch Besonderheiten, durch die es sich deutlich von den entsprechenden
Enzymen des bakteriellen Periplasmas oder des ER unterscheidet. Mia40 besitzt keine
rdumlich getrennte Chaperondomine, sondern eine eher kleine, hydrophobe Furche in der
katalytischen Domine, {liber die unspezifisch entfaltete Proteine gebunden werden. Auch ist es
das einzige Protein mit Thioloxidasefunktion, das bisher in Mitochondrien identifiziert wurde,
wohingegen viele Vertreter der PDI-Familie bekannt sind. Dies konnte daran liegen, dass es
im IMS, der nur ca. 50-100 verschiedene Proteine enthélt, eine eher geringe Anzahl von
Substraten gibt, von denen viele dhnlich strukturiert und klein sind. Im Gegensatz dazu
werden tausende Proteine iiber den Sekretionsweg in das ER transportiert. Diese Proteine sind
zum Teil sehr grof3 und besitzen unterschiedliche Strukturen. Wegen der groen Diversitét an
Substraten gibt es viele PDI-Proteine, die vermutlich unterschiedliche Spezifititen besitzen.
Manche dieser Proteine enthalten spezialisierte Chaperondomédnen, um effektiv
unterschiedliche Substrate zu erkennen, sowie zwei aktive Zentren um eine schnelle Katalyse
zu gewahrleisten.

Mia40 reagiert priaferenziell mit Cysteinen in einer hydrophoben Umgebung, was die friihe
Bildung von Disulfiden, die im Proteininnern vergraben werden, begiinstigt. Dies wird durch
die Nachbarschaft von aktivem Zentrum und Substratbindungsstelle vermittelt. Fiir DsbA und
PDI existiert diese Nahe nicht und es gibt keine Hinweise darauf, dass die Ausbildung des
ersten gemischten Disulfids gerichtet ablduft. Vielmehr werden Disulfide zufillig eingefiihrt,
wobei benachbarte Cysteine des Substrats bevorzugt verkniipft werden. Da die Disulfiddichte
im Periplasma eher gering ist und viele Proteine nur je zwei Cysteine enthalten, ist DsbA in
erster Linie fiir schnelle und nicht fiir korrekte Oxidation optimiert. Entstehen dennoch nicht
native Disulfide, konnen diese Fehler durch die Disulfidisomerase DsbC korrigiert werden.
PDI vereint die Oxidase- und Isomerasefunktion in einem Enzym und kann daher auch ohne
die bevorzugte Bildung nativer Disulfide Substrate schnell und korrekt oxidieren. Auch
Mia40 ist in der Lage nicht native Disulfide in Substraten zu isomerisieren, jedoch mit
geringer Effizienz. Ob diese Funktion biologisch relevant ist, beispielsweise fiir die Faltung
komplexer Substrate mit mehreren Disulfiden, ist noch nicht bekannt.

DsbA und PDI sind sehr effektive Enzyme, die Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen stark
beschleunigen. Daher konnen keine kovalenten Enzym-Substrat-Intermediate isoliert werden.
Mia40 dagegen bildet in vivo und in vitro langlebige gemischte Disulfide aus. Dies hdangt mit
der Funktion von Mia40 als Importrezeptor zusammen. Die reduzierten Substrate werden {iber
die TOM-Pore aus dem Cytosol importiert und konnen im entfalteten Zustand die Membran
in beide Richtungen passieren. Mia40 ist vermutlich das erste Protein, das im IMS mit den
hereinkommenden Substraten interagiert. Durch diese initiale Wechselwirkung wird
verhindert, dass das Substrat sofort wieder ins Cytosol zuriickdiffundiert. Dementsprechend

ist die Ausbildung des gemischten Disulfids mit Mia40 sehr schnell, um den Import zunichst
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irreversibel zu machen. Ob Mia40 bereits mit dem Substrat interagiert, wahrend sich Teile der
Polypeptidkette noch in der TOM-Pore befinden, und den Transport so in eine Richtung
dirigiert, ist dabei noch ungeklart. Die Langlebigkeit des gemischten Disulfids konnte als eine
Art Haltefunktion dienen, um die Substrate im Mitochondrium zu fixieren, bis die native
Struktur erreicht ist. Die Importfunktion von Mia40 é&hnelt dem Wirkprinzip von
mitochondrialem Hsp70, das Substrate, die durch den TOM-Komplex transportiert werden,
aktiv in die Matrix zieht (De Los Rios et al., 2006). Diese Reaktion ist jedoch unabhingig von
Cysteinen und benotigt ATP.

Die Substrate von PDI werden kotranslational ins ER transportiert und die Verlingerung der
Peptidkette durch das Ribosom liefert die Triebkraft fiir die Translokation (Rapoport et al.,
1996; Walter & Johnson, 1994). Im bakteriellen Periplasma werden die meisten Proteine aus
dem Cytosol iiber den Sec-Weg exportiert, was ebenfalls ein unidirektionaler, ATP- und
Membranpotential-abhédngiger Prozess ist (Manting & Driessen, 2000). Daher ist die schnelle
Interaktion der Substrate mit DsbA oder PDI nicht notwendig fiir den Import.

Die biologische Funktion von Mia40 besteht darin, Proteine, die aus dem Cytosol importiert
werden, oxidativ zu falten und diese durch Einfithren der nativen Sutruktur im
Mitochondrium zu halten. Hierfiir muss Mia40 zum einen schnell und stabil mit den
Substraten, die den TOM-Komplex passieren, interagieren, um eine Riickdiffusion zu
verhindern. Zum anderen muss dennoch eine effiziente Oxidation und Freisetzung des
Substrats aus dem Komplex mit Mia40 moglich sein. Die Langlebigkeit des gemischten
Disulfids sorgt in erster Konsequenz fiir eine Anreicherung der Substrate im
Intermembranraum. Zusétzlich wird dem Substrat ausreichend Zeit gegeben, durch mehrere
Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen den nativen Zustand einzunehmen, der schlie8lich dem
Katalysegleichgewicht entzogen wird. Struktur und Mechanismus des Enzyms sind also
darauf ausgerichtet sowohl die Import-, als auch die Faltungshelferfunktion optimal zu
erfiillen.
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6 Zusammenfassung

Die Thiol-Disulfid-Oxidase Mia40 bildet zusammen mit der Sulfthydryloxidase Ervl ein
Disulfidstaffelsystem zur oxidativen Faltung von Proteinen im mitochondrialen
Intermembranraum. Substratproteine, die im Cytosol synthetisiert und anschliefend durch die
TOM-Pore der dulleren Mitochondrienmembran transportiert werden, werden durch Mia40
oxidiert und so durch Ausbildung des nativen Zustands an der Riickdiffusion gehindert.

Der Mechanismus der Substratoxidation durch Mia40 wurde im Rahmen dieser Arbeit anhand
der Interaktion mit dem natiirlichen Substrat Cox17 untersucht. Wildtyp-Cox17 enthélt vier
Cysteine, die zwei Disulfidbriicken bilden. Zusitzlich wurden Cox17-Varianten verwendet,
die nur jeweils ein, bzw. zwei Cysteine enthielten und die aufgrund gezielter Aminoséure-
substitutionen unterschiedliche Hydrophobizititen aufwiesen. Die Kinetik der oxidativen
Faltung dieser Varianten durch Mia40 wurde durch spektroskopische Messungen nach
schneller Mischung und durch elektrophoretische Methoden analysiert. Weiterhin wurden die
pK-Werte von Cysteinen aus Mia40 und Cox17 und die Reduktionspotentiale der gemischten
Disulfide, sowie die konformationellen Stabilititen der Proteine untersucht, um die
molekularen Determinanten der Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen zu bestimmen.

Mia40 bildet zunichst iiber eine flache, hydrophobe Furche einen nicht kovalenten Komplex
mit reduzierten Substratproteinen aus. Diese Bindung ist hoch dynamisch und nicht auf
natiirliche Substrate beschrinkt. Die Affinitdt von Mia40 zu Proteinen steht in unmittelbarem
Zusammenhang mit der Exposition hydrophober Bereiche und damit mit dem
Faltungszustand. Aus diesem Grund interagiert Mia40 nicht mehr mit oxidiertem, nativ
gefaltetem Cox17.

Die vier Cysteine von Cox17 reagieren sehr unterschiedlich mit Mia40. Das hochreaktive
Cys36 wird durch die drei benachbarten hydrophoben Aminoséduren Ile, Leu und Phe optimal
zum aktiven Zentrum von Mia40 hin ausgerichtet und reagiert daher 400-fach schneller als
Cys26 zum gemischten Disulfid. Ausgehend von diesem initialen Intermediat mit Cys36
konnen durch Angriff eines der drei verbliebenen Cysteine in Cox17 ein natives, oder je eines
von zwei nicht nativen Disulfiden im Substrat ausgebildet werden. Die Bildung des korrekten
Disulfids ist kinetisch stark begiinstigt, so dass zunéchst eine teiloxidierte Cox17-Spezies mit
einem nativen Disulfid freigesetzt wird. Dieses Intermediat ist nach wie vor weitgehend
unstrukturiert und kann so fiir den nachfolgenden Katalysezyklus gut mit einem weiteren
Mia40-Molekiil interagieren. In dieser Reaktion wird dann das zweite native Disulfid
gebildet, was der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der oxidativen Faltung von Cox17 ist.
Mia40 besitzt keine Information {iber den korrekten Faltungsweg der Substrate. Vielmehr
wird die Freisetzung des oxidierten Proteins aus dem Komplex mit Mia40 thermodynamisch
durch die konformationelle Faltung des Substrats und die Einnahme des stabilen nativen

Zustands angetrieben.
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Die eukaryotische Oxidoreduktase PDI aus dem endoplasmatischen Retikulum und die
bakterielle Thioloxidase DsbA aus dem Periplasma flihren Disulfidbriicken wesentlich
schneller in Cox17 ein, als Mia40 dies vermag. Allerdings werden zundchst hauptsichlich
falsche Disulfide gebildet. Dies kann durch die Disulfidisomerasefunktion von PDI korrigiert
werden, bei Oxidation durch DsbA bleiben die nicht nativen Disulfidbriicken bestehen. Die
Oxidation von Cox17 durch Mia40 fiihrt hingegen zu korrekt verbriicktem, nativem Protein.
Dies liegt in erster Linie an der extremen Langlebigkeit der gemischten Disulfide, bedingt
durch giinstige hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Mia40 und Cox17. Diese
Interaktionen fithren zu einer Erhohung der Konformationsstabilitit von Mia40 im Komplex
und damit einhergehend zu einer starken Erniedrigung des Reduktionspotentials des
gemischten Disulfids gegeniiber dem katalytischen Disulfid in Mia40. Die Langlebigkeit der
gemischten Disulfide zwischen Mia40 und Substratproteinen ist eine wichtige Eigenschaft um
dem Substrat im gebundenen Zustand ausreichend Zeit zu geben, um iiber mehrere Thiol-
Disulfid-Austauschreaktionen ein stabiles, intramolekulares Disulfid zu bilden, das von
Mia40 freigesetzt wird. Aullerdem sorgt die Langlebigkeit des kovalenten Komplexes dafiir,
dass importierte, entfaltete Proteine zunéchst im Intermembranraum gehalten werden.
Fehlverbriickte Spezies konnten wahrend der Oxidation von reduziertem Cox17 durch Mia40
mittels Gelelektrophorese nicht nachgewiesen werden. Die einfache Struktur des Substrats
und die gerichtete initiale Reaktion von Mia40 mit Cys36 in Cox17, sowie die kinetische
Kontrolle der Auflosung des gemischten Disulfids zugunsten der Bildung des ersten nativen
Disulfids im Substrat, konnten tatsdchlich zur nahezu ausschlielichen Bildung von nativem
Cox17 fiihren. Anhand der Isomerisierung von kiinstlich fehlverbriicktem Cox17 in den
nativen Zustand konnte aber nachgewiesen werden, dass Mia40 neben der reinen
Thioloxidase- auch eine schwache, aber signifikante Disulfidisomerasefunktion besitzt. Sie
konnte fiir die korrekte oxidative Faltung komplexer Substrate essentiell sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die mechanistischen Besonderheiten von Mia40
im Vergleich zu den gut untersuchten Enzymen der Thioredoxinfamilie. Die fiir Mia40
spezifische Ndhe von hydrophober Bindungsfurche und katalytischem Disulfid stabilisiert das
gemischte Disulfid mit Substratproteinen. Dies ist sowohl fiir den vektoriellen Transport der
Proteine in den Intermembranraum, als auch fiir die Bildung nativer Disulfide im Substrat
essentiell. Die simultane Optimierung von Mia40 fiir die schnelle Bildung langlebiger
kovalenter Enzym-Substrat-Komplexe und die dennoch relativ effiziente Freisetzung
oxidierter Substrate zeigt, dass Mia40 hervorragend an die duale Funktion als Importrezeptor

und zentrale Thioloxidase des mitochondrialen Intermembranraums angepasst ist.
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7 Summary

The thiol oxidase Mia40 and the sulfhydryl oxidase Erv1 constitute a disulfide relay system in
the mitochondrial intermembrane space for the oxidative folding of proteins. Substrate
proteins are synthesized in the cytosol and subsequently transported into the mitochondria via
the TOM-pore in the outer membrane. In the intermembrane space, they become oxidized by
Mia40 and the formation of the native structure prevents diffusion back into the cytosol.

In this thesis, the mechanism of substrate oxidation by Mia40 was analyzed using the natural
substrate Cox17. Wildtype Cox17 contains four cysteines that form two disulfide bonds.
Additionally, Cox17 sequence variants were used that contained only one or two cysteines,
respectively, and that differed in their hydrophobicity. The kinetics of oxidative folding of
these variants was analyzed with spectroscopic measurements after rapid mixing and with
electrophoretic methods. Moreover, the pK values of the cysteines in Mia40 and Cox17, the
reduction potentials of the mixed disulfides and the conformational stabilities of the proteins
were determined to identify the molecular determinants of the thiol-disulfide exchange
reactions.

Mia40 initially forms a non covalent complex with reduced substrate proteins via a shallow,
hydrophobic groove. This binding is highly dynamic and not restricted to natural substrates.
Rather, the binding affinity of Mia40 to proteins is directly related to the exposure of
hydrophobic residues and thereby to their folding state. Therefore, the interaction between
Mia40 and oxidized, folded Cox17 is abolished.

The four cysteines in Cox17 differ strongly in their reactivity towards Mia40. The highly
reactive Cys36 is oriented ideally towards the active site in Mia40 by the steering function of
the three neighboring, hydrophobic amino acids Ile, Leu and Phe and therefore reacts 400-fold
more rapidly than Cys26 to form the mixed disulfide. The mixed disulfide between Mia40
and Cys36 from Cox17 can be resolved by an attack from any of the three remaining substrate
cysteines to form either a native, or one of two non native disulfides. Formation of the native
disulfide is kinetically strongly favored and therefore a partially oxidized Cox17 species with
one native disulfide is released. This folding intermediate is still largely unstructured and thus
able to efficiently interact with another Mia40 molecule for a second cycle of catalysis. In this
reaction, the second native disulfide is formed, which is the rate limiting step of catalysis.
Mia40 itself does not contain information about the correct folding state of the substrate.
Rather, the release of oxidized Cox17 from the complex with Mia40 is thermodynamically
driven by the conformational folding of the substrate that energetically favors the oxidized
structure.

The eukaryotic oxidoreductase PDI from the endoplasmic reticulum and the prokaryotic thiol
oxidase DsbA from the periplasm oxidize Cox17 much faster than Mia40. However, initially

mainly non native disulfides are formed. They can be corrected by the disulfide isomerase
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activity of PDI, but not by DsbA. Oxidation of Cox17 by Mia40 leads to the correctly folded,
native substrate. This is mainly due to the persistence of the mixed disulfides, mediated by
hydrophobic interactions between Mia40 and Cox17. The structure of Mia40 within the
mixed disulfide is stabilized compared to the isolated oxidized and reduced forms, which
concomitantly leads to a strong decrease of the reduction potential of the mixed disulfide
compared to the catalytic disulfide in Mia40. The formation of long-lived mixed disulfides
between Mia40 and substrates is an important feature to provide the bound substrate with
enough time to explore multiple ways of thiol disulfide exchange reactions to select the most
stable conformation that is finally released from Mia40. Furthermore, the persistence of the
covalent complex helps to transiently retain imported, unfolded proteins in the intermembrane
space.

With electrophoretic methods, scrambled intermediates could not be detected during oxidative
folding of Cox17 by Mia40. This could be due to the very simple structure of Cox17, the
preferred initial reaction of Mia40 with Cys36 in Cox17 and the kinetic control of the
dissolution of the mixed disulfide that favors formation of the native disulfide. By analyzing
the isomerisation of artificially scrambled Cox17 with reduced Mia40, it could be shown that
Mia40 also exhibits disulfide isomerase activity. Acting as an isomerase could be an essential
prerequisite to correctly oxidize and fold more complex substrates.

The results of this work underline the distinctive features of the mechanism of action of
Mia40 compared to the well established folding helper enzymes of the thioredoxin family.
The proximity of the hydrophobic substrate binding groove and the catalytic disulfide, that is
characteristic for Mia40, stabilizes the mixed disulfides with substrate proteins. This is
important for the unidirectional transport of the proteins into the intermembrane space, as well
as for the formation of native disulfides in the substrate. The simultaneous optimization of
Mia40 for the rapid formation of long-lived mixed disulfides and the still effective release of
oxidized substrates points to an excellent adaption of Mia40 to the dual function as initial

import receptor and central oxidase of the mitochondrial intermembrane space.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

AEDANS 5-(((Acetylamino)ethyl)amino)naphthalin-1-sulfonséure

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosdure

CD Circulardichroismus

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat

cCMP Cytidin 2'3"-cyclisches Monophosphat

AC, Wirmekapazititsianderung wiahrend der Entfaltung eines Proteins bei
konstantem Druck

COX Cytochrom ¢ Oxidase

Cox17* Cox17 aus S. cerevisiae mit den Substitutionen C16S, C23S, C24S

Cox17*cys Cox17* das nur je eines der vier Cysteine (Cys26, Cys36, Cys47, Cys57)
enthalt

Cox17*gcys Cox17* mit den Substitutionen C26A, C361, C47A, C57S

Cox17*5sauen Cox17* mit den Substitutionen C36I, C47A

Cox17*ssinnen Cox17* mit den Substitutionen C26A, C57S

Cox17*56c36C Cox17* mit den Substitutionen C47A, C57S

Cox17*36c57c Cox17* mit den Substitutionen C26A, C47A

scCox17%* Mischung aus nativem und fehlverbriicktem Cox17*

CPC-Motiv katalytisches Disulfid in Mia40 (C296, P297, C298)

CXXC-Motiv allgemeiner Aufbau des katalytischen Disulfids Thioredoxin-ghnlicher

Oxidoreduktasen in dem die beiden Cysteine durch zwei weitere Aminosduren
(X) getrennt sind

Cytc Cytochrom ¢

d Schichtdicke

ddH,0O doppelt destilliertes H,O

dNTP Desoxyribonukleotid

Dpnl Restriktionsendonuklease I aus Diplococcus pneumoniae

DsbA Thioloxidase (disulfide bond) aus E. coli

DsbC Disulfidisomerase (disulfide bond) aus E. coli

DTNB 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoeséure), Ellmans Reagenz

DTT Dithiothreitol

dYT double yeast-tryptone-Medium

€ molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlénge A

E” Biochemisches Standardreduktionspotential

E. coli Escherichia coli

EDTA N,N,N’,N’-Ethylendiamintetraacetat-Dinatriumsalz

ER Endoplasmatisches Retikulum

Ervl essential for respiration and vegetative growth, Sulthydryloxidase aus
S. cerevisiae

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

FRET Forster-Resonanz-Energie-Transfer

F Faraday-Konstante

AGsab freie Enthalpie der Stabilisierung durch Disulfidbildung

GdmCl Guanidiniumchlorid

GC Gelfiltrationschromatographie

GSH reduziertes Glutathion
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GSSG

Ia

Tam
IAEDANS
ILF-Sequenz
IMS

IPTG

Kapp

kon

koff

Kp

Km

MBP
Mia40

Mia40ca965c2088
Mia40w2904rc208s
Mia40CAc
Mia40CGHc

Mia40CpHc
MISS/ITS

n
Ni-NTA
ODsoo
PAGE

PCR

PDI

Pfu

pK

pNa

PNK

R

RNase A
RNase T1
ROS

rpm

RT

S. cerevisiae
SDS

Senp2

Sn2

SUMO

SS
TAE-Puffer
Taq

TCEP
TEMED
Tet
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oxidiertes Glutathion

Iodacetat

Iodacetamid
5-((((2-Iodoacetyl)amino)ethyl)amino)naphthalin-1-sulfonséure
Aminoséuren Ile37, Leu38, Phe39 in Cox17 aus S. cerevisiae
intermebrane space, mitochondrialer Intermembranraum
Isopropyl-B-D-thiogalactosid

apparente Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion
mikroskopische Rate der Assoziation

mikroskopische Rate der Dissoziation

Dissoziationskonstante

Kanamycin

Maltose-Bindeprotein

mitochondrial import and assembly aus S. cerevisiae, verkiirztes Protein (AS
284-403)

Mia40 mit den Substitutionen C296S und C298S

Mia40 mit den Substitutionen W294F und C298S

Mia40 mit der Substitution P297A

Mia40-Variante in der die katalytischen Cysteine durch die Aminoséuren Gly
und His getrennt sind

Mia40-Variante in der die katalytischen Cysteine durch die Aminoséuren Gly
und Pro getrennt sind

mitochondria IMS sorting signal/IMS targeting signal; hydrophobe
Aminoséuresequenz (Phe50, Ile51, Tyr54) in Cox17 aus S. cerevisiae
Anzahl der in einer Redoxreaktion iibertragenen Elektronen
Nickel-Nitrilotriessigsdure

optische Dichte bei 600 nm

Polyacrylamidgelelektrophorese

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

Protein Disulfid Isomerase aus S. cerevisiae

Pyrococcus furiosus

negativer dekadischer Logarithmus der Dissoziationskonstante einer Sdure
para-Nitroanilin

Polynukleotidkinase

Allgemeine Gaskonstante

Ribonuklease A

Ribonuklease T1

reactive oxygen species (Reaktive Sauerstoffspezies)

revolution per minute (Umdrehung pro Minute)

Raumtemperatur

Saccharomyces cerevisiae

Natriumdodecylsulfat

Sentrin-specific protease 2

bimolekulare nukleophile Substitutionsreaktion

small ubiquitin like modifier

Disulfidbriicke

Tris/Acetat/EDTA-Puffer

Thermus aquaticus

Tris-(2-carboxyethyl)phosphinhydrochlorid
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Tetracyclin



Abkiirzungsverzeichnis

TOM

Tricin
Tris
T4-PNK
v
[e]MRW
U

UNK
v/v
w/v
WT

translocase of the outer membrane, Transportprotein in der &uBeren
Mitochondrienmembran

N-(Tris(hydroxymethyl)-methyl)glycin

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Polynukleotidkinase des Bakteriophagen T4

Mittelpunkt des thermischen Entfaltungsiibergangs

molare Elliptizitéit pro Aminosaure (Grad-cm®-dmol™)

Unit (Enzymmenge, die unter Standardbedingungen einen Umsatz von
1 umol Substrat pro min erzeugt)

Ubernachtkultur

Volumen / Volumen

Gewicht / Volumen

Wildtyp (Protein mit unverdnderter Aminosauresequenz)

Aminosduren wurden mit dem iiblichen Ein- oder Drei-Buchstabencode abgekiirzt.
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10 Anhang

10.1 Anhang — Tabellen

Die in dieser Arbeit zur Klonierung und Mutagenese von verschiedenen Protein-Varianten

verwendeten Oligodesoxyribonukleotide sind in Tabelle S 1 aufgefiihrt.

Tabelle S 1: Auflistung aller verwendeter Oligonukleotide.

Name

Basensequenz in 5°—3’Richtung

Verwendung

Oligodesoxyribonukleotide zur Mutagenese von Mia40-Varianten

T7-Promotor
T7-Terminator
Miad0 W294F/C296S (-)

Miad0 W294F/C296S (+)

Mia40_CXXC (-)

Mia40_CPHC (+)

Mia40 CGHC (+)

BE_Mia40 P297X (+)
BE_Mia40 P297A (-)
Mia40_C296S/C298S (-)

Miad0 C296S (+)

Miad0_C296S (+)

Mia40_C296S/C298S (+)

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
GTT ATG CTA GTT ATT GCT CA

CAA GCA AGG ACT GTC GAA ATT
TAT CTC ACC

GGA GGT ATG GCC CAT GGA CCC
TGT GGT

ACA GTC CCA ATT TAT CTC ACC
AGT

CCG CAC TGC TTG GGA GGT ATG
GCC CAT GGA

GGC TAC TGC TTG GGA GGT ATG
GCC CAT GGA

GGA GGT ATG GCC CAT GGA CCC
TGT GGT

CAA GCA CGC ACA GTC CCA ATT
TAT CTC

GTC CCA ATT TAT CTC ACC AGT

TCT CCT TGC TTG GGA GGT ATG
GCC CAT

TGT CCT TCC TTG GGA GGT ATG
GCC CAT
TCT CCT TCC ACA GTC CCA ATT
TAT CTC

Kolonie-PCR, Sequenzierung
Kolonie-PCR, Sequenzierung
Mutation W294F/C296S

Mutation W294F/C296S

Mutation des katalytischen
Disulfids

Einfiihren der Reste Pro und His
zwischen den katalytischen
Cysteinen

Einfiihren der Reste Gly und His
zwischen den katalytischen
Cysteinen

Mutation P297X

Mutation P297A
Mutation des katalytischen

Disulfids
Mutation C296S

Mutation C298S

Mutationen C296S und C298S

Oligodesoxyribonukleotide zur zur Mutagenese von Cox17-Varianten

Cox17/C16S/C238S (-)

Cox17/C24S (+)

Cox17/C361 (-)

Cox17/CATA (+)

SOE_Cox17/C26A (+)

GCT TGG CTT AGG TTT GTC CTC
GCT CTC CGC

AGC GTT TGT AAG CCA GAA AAG
GAG

GAA TAA GAT GAT TGT ATC CCG
CTC
AAT GGA CAA GAC TCT GAA AAA
GCC

GTT GCT AAG CCA GAA AAG GAG
GAG

Mutation C16S/C23S/C24S

Mutation C16S/C23S/C24S

Mutation des inneren Disulfids
C36I/C47A
Mutation des inneren Disulfids
C36I/C47A

Mutation des dufleren Disulfids
iber SOE; C26A/C57S
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SOE_Cox17/C26A (-)

SOE_Cox17/C59S (+)

SOE_Cox17/C59S (-)

Cox17/F50W (-)

Cox17/F50W/59C (+)

Cox17/F50W/59S (+)
C47:F50A(-)

C4T:I51A(+)

C57:F50A(-)
C57:I51A(+)

C26:E29F(-)

C26:K30I/R33Y(+)

36C/37A/38A(-)

36C/39A (+)

36C —ITS (+)

36C -ITS (-)

26S Swap (-)

26Swap (+)

26Cswap (-)

57Cswap (-)

57Cswap (+)

57Sswap (+)

CTC CTC CTT TTC TGG CTT AGC
AAC
TAC AAA GAG AGC ATG AAG GGT
TAT

ATA ACC CTT CAT GCT CTC TTT
GTA

CTC TTT GTA CTT TTC AAT CCA
TTC

TGCATGAAGGGTTATGGCTTCGAA

TCCATGAAGGGTTATGGCTTCGAA

GGC TTC CTIT GCA TIT TTC AGA
GTCTTG

GCT GAA AAG TAC AAA GAG AGC
ATG AAG

GGC TTC CTT GGC TTIT TTC AGA
GTCTTG

GCT GAA AAG TAC AAA GAG TGC
ATG AAG

AAA TGG CTT ACA AAC GCT GCT
TGG CTT

ATC GAG GAG TAC GAT ACA ATC
ATCTTATTC

TGC GGC GCA TGT ATC CCG CTC
CTCCTT

GCC AAT GGA CAA GAC TCT GAA
AAA

GCT GAA AAG TAC AAA GAG AGC
ATG AAG
GGC TTC CTT GGC TTIT TTC AGA
GTCTTG

CTT CTC GAT AAA TTC CTT ACT
AAC GCT GCT TGG CTT

TAC AAG GAA ATC ATC TTA TTC
AAT GGA CAA

CTT CTC GAT AAA TTC CTT ACA
AAC GCT GCT TGG CTT

TTC CTT TTC TGG CTT GGC TTT TTC
GGA GTC TTG TCC ATT GAA TAA
TAT

GAG CGC GAC ACG TGC ATG AAG
GGT TAT GGC TTT GAA GTT CCA
AGT GCG AAT

AAG GAA GAG CGC GAC ACG TCC
ATG AAG GGT TAT

Mutation des &dulBleren Disulfids

tiber SOE; C26A/C57S

Mutation des duBeren Disulfids

iber SOE; C26A/C57S

Mutation des duBeren Disulfids

iiber SOE; C26A/C57S
Mutation F50W

Mutation F50W

Mutation F50W

Mutation F50A/I51A in
COX17*47C

Mutation F50A/I51A in
COX17*47C

Mutation FS50A/IS1A in

Coxl1 7*57C

Mutation F50A/IS1A in

Coxl1 7*57C

Mutation E29F/K30I/R33Y in
COX17*26C

Mutation E29F/K30I/R33Y in
Cox17 *26C

Mutation I37A/L38A/F39A
Cox17 *36C

Mutation I37A/L38A/F39A
Cox17 *36C

Mutation F50A/I51A in
COX17*36C
Mutation FS50A/IS1A in
COX17*36C

MISS-swap Mutationen in
Cox17* 57C

MISS-swap Mutationen in
Cox17*s57c16c

MISS-swap Mutationen in
Cox1 7*26C

MISS-swap Mutationen in
Cox17*s7c6c

MISS-swap Mutationen in
Cox17 *57C

MISS-swap Mutationen in
Cox17* 26C

Oligodesoxyribonukleotide zur Klonierung von Ervl

Ervl Bsal(+)

Ervl_BamHI(-)

AT GGT CTCT TGGT ATG AAA GCA
ATA GAT AAA ATG ACG

CG GGA TCC TTA TTC GTC CCA GCC
GTC CTT CCA TCT

Klonierung von Erv1

Klonierung von Erv1

134



Anhang

Tabelle S 2: Nummerierte Liste aller Varianten von Cox17%*, die verwendet wurden um die Reaktivitit
der Cysteine von Cox17 zu untersuchen.

# | Variante Sequenz
Cox17* 26 36 47 57
CKPEKEERDTCEEENGQDSEKCREEIERYKEC
1 | Cox17* FS0W CKPEKEERDTCILENGQDSEKCKENTERYKEC
2 | Cox17*ssinnen AKPEKEERDTCEEENGODSEKCKEBIERYKES
3 | Cox17*ssuusen CKPEKEERDT IFEENGQDSEKAREFTIRRYIKEC
4 | Cox17*ssaupen FSOW CKPEKEERDT I EEENGODSEKAKENEERNRIEC
5 | Cox17*ssimen FSOW AKPEKEERDTCEEENGODSEKCRENTERYKE S
6 | Cox17*ycys AKPEKEERDT IEEENGODSEKAKEETERVRKE S
7 | Cox17*ocys FSOW AKPEKEERDT IEEENGQODSEK A KENEERKE S
8 | Cox17*,,c-AEDANS EKPEKEERDT I ERENGODSEKAKEBIERYRE S
9 | Cox17*;5c-AEDANS AKPEKEERDTEIEENGODSEKAKEETERVKE S
10 | Cox17*;;c-AEDANS AKPEKEERDT IEEENGODSEKCREBIERVRE S
11 | Cox17*s5;c-AEDANS AKPEKEERDT IEEENGODSEKAKEEIRRUREC
12 | Cox17*54¢ CKPEKEERDT IETEENGQODSEKAKEENERVKES
13 | Cox17*34c AKPEKEERDTCEEENGODSEKAKEETERVKE S
14 | Cox17*4¢ AKPEKEERDT IEEENGODSEKCKEBIERYKES
15 | Cox17*5;¢ AKPEKEERDT I EEENGQDSEKAKEENERKVRKE C
16 | Cox17*35c SOASIA-AEDANS AKPEKEERDTEIEENGODSEKAKEAABRKYKES
17 | Cox17*4;c S0OA51A-AEDANS AKPEKEERDT IEEENGODSEKCKEA AEBRYKE S
18 | Cox17*s5:c S0A51A-AEDANS AKPEKEERDT IEEENGODSEKAKEAAEBRYKEC
19 | Cox17*35c S0AS1A AKPEKEERDTCEEENGODSEKAKEAAERYKE S
20 | Cox17*4;c S0AS1A AKPEKEERDT IEEENGODSEKCKEAABRYKE S
21 | Cox17*5:c S0AS1A AKPEKEERDT IEEENGODSEKAKEAABRYKEC
22 | Cox17*35c 37A38A39A-AEDANS | AKPEKEERDTEAAANGODSEKAKERTERYKE S
23 | Cox17*35c 37A38A39A AKPEKEERDTCAAANGQDSEKAKEBNERYKES
24 | Cox17*s;c 37A38A39A-AEDANS | AKPEKEERDT IAAANGQDSEKAKEEIBRYREC
25 | Cox17*s;c 37A38A39A AKPEKEERDTIAAANGQDSEKAKEEIERVKEC
26 | Cox17%5c 29F30133Y-AEDANS | CKPEEEE¥DT ITLENGODSEKAKBEIEKYKE S
27 | Cox17*c 29F30133Y CKPEEEENDT ITEENGODSEKAREETERYRE S
28 | Cox17*sc MISS swap-AEDANS | CREFTERYKE I TLFNGODSEKAKPEKEERDTS
29 | Cox17*s;c MISS swap-AEDANS | AKEETBRYKHE I TLENGODSEKAKPEKEERDTE
30 | Cox17*,5c MISS swap CREBTERYRE [ TIENGODSEKAKPEKEERDTS
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31 | Cox17*5;c MISS swap AREEIERYRE I TIENGODSEKAKPEKEERDTC
32 | Cox17*yqc 27128L29F CEEEKEERDT IKPENGQDSEKAKERTBKYRE S
33 | Cox17%yc 27128L29F-AEDANS | EEEEKEERDT IKPENGODSEKAKERIERVKE S

Es ist jeweils die Aminosduresequenz zwischen dem ersten und dem vierten Cystein von Cox17 aus
S. cerevisiae gezeigt (Aminosduren 26-57). Das erste CXoC-Motiv (Reste 26-33) ist violett, das zweite
CXoC-Motiv (Reste 47-57) magenta und die hydrophoben Reste 37-39 blau gefirbt. Cysteine sind
gelb, AEDANS-markierte Cysteine griin hervorgehoben.
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10.2 Anhang — Abbildungen
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Abbildung S 1: Energietransfer zwischen Mia40-AEDANS und Cox17*. Gezeigt sind die
Fluoreszenzspektren von 0,5 uM Mia40-AEDANS (—), 3 uM Cox17*,ssFSOW (---) und einer
Mischung beider Proteine (—), sowie einer Mischung aus 0,5 pM Mia40cy96sc208sw204r Und 3 pM
Cox17%pssF50W (—). Die Anregung erfolgte bei 280 nm. Alle Messungen wurden in 0,1 M
Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15 °C durchgefiihrt. Die Spaltbreiten von Anregung und
Emission betrugen 3 nm und 5 nm.
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Rel. Fluoreszenz
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Abbildung S 2: Kinetik der Ausbildung des nicht kovalenten Komplexes zwischen Mia40 und Cox17%*.
(a) Es wurde die Reaktion von je 0,5 uM Cox17*5;c-AEDANS und 0 uM, 1 uM und 5 uM Mia40 (von
unten nach oben) anhand der Fluoreszenzinderung iiber 460 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt.
Die Messungen wurden mit Cox17*yc-AEDANS (O), Cox17*3c-AEDANS (O), Cox17%4c-
AEDANS (M) und Cox17¥s;c-AEDANS (@) durchgefiihrt. Die Kinetiken wurden durch
monoexponentielle Funktionen angeglichen und die Amplituden (b) und Raten (c) gegen die Mia40-
Konzentration aufgetragen. Die durchgezogenen Linien entsprechen einem Angleich an die
Amplituden nach Gleichung 6, bzw. einer linearen Regression der Raten. Die erhaltenen Parameter
sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Alle Messungen wurden bei 15 °C in 0,1 M Kaliumphosphat, pH
7,4, 1 mM EDTA durchgefiihrt.
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Abbildung S 3: Fluoreszenzspektren von Mia40. Gezeigt sind die Spektren von 1 pM Mia40 (—) in
0,1 M Kaliumphosphat, I mM EDTA, pH 7,4, sowie zusitzlich 1 mM TCEP (---) nach Anregung bei
280 nm, gemessen bei 15 °C. Die Spaltbreiten betrugen 3 nm fiir das Anregungs- und 5 nm fiir das
Emissionslicht.
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Abbildung S 4: Ausbildung des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und Cox17*. Gezeigt sind die
Raten der Reaktion von (a) 0,25 uM Mia40 und Cox17*;¢c und (b) 0,25 uM Cox17*;6c und Mia40 in
0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15 °C. (c) Es wurde die Reaktion von 0,25 uM
Cox17*36c und je 1 uM Mia40 bei pH 6,2 (—), 7,4 (—) und 8,2 (—) verfolgt. Alle Reaktionen wurden
anhand der Fluoreszenzidnderung bei 335 nm nach Anregung bei 280 nm detektiert.
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Abbildung S 5: Reduktion des katalytischen Disulfids in Mia40 durch GSH. Es wurde die Reduktion
von 0,5 uM Mia40 durch GSH anhand der Fluoreszenzidnderung bei 335 nm nach Anregung bei
280 nm in 0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15 °C verfolgt. Die Fluoreszenzverldufe
wurden durch biexponentielle Funktionen angeglichen und die Raten gegen die GSH-Konzentration
aufgetragen. Die durchgezogenen Linien entsprechen einem linearen Angleich an die Datenpunkte, die
Ratenkonstanten von &, = 8 s'M™" fiir die Bildung des gemischten Disulfids mit GSH bzw.
k,=0,6 s'"M™ fiir die Auflosung durch GSH ergeben.
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Abbildung S 6: pH-Abhéngigkeit der Assoziation von Mia40 und Cox17*. Es wurde die Reaktion
von 0,25 uM Mia40 und 2 pM Cox17*4;,c-AEDANS anhand der Fluoreszenzénderung iiber 460 nm
nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Die Fluoreszenzverldufe wurden durch monoexponentielle
Funktionen angeglichen und die Raten gegen den pH-Wert aufgetragen. Die Messungen erfolgten bei
15 °C in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 5.8, 6,2, 6,8, 7,2 und 7,4 und 0,1 M Tris/HCI pH" © 7.2, 7.4, 8,2
und 9.
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Abbildung S 7: Einfluss der MISS/ITS-Sequenz in Cox17* auf die Komplexbildung mit Mia40. Es
wurde die Reaktion von Mia40 und je 0,5 uM (a) Cox17*35c-AEDANS (@) und Cox17*35c50A51A-
AEDANS @A), (b) Coxl17*;;c-AEDANS (@) und Cox17*4;c50A51A-AEDANS () und (c)
Cox17*5;c-AEDANS (@) und Cox17*5;c50A51A-AEDANS (O) anhand der Fluoreszenzidnderung
iiber 460 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Die Kinetiken wurden durch monoexponentielle
Funktionen angeglichen und die Amplituden gegen die Mia40-Konzentration aufgetragen. Die
durchgezogenen Linien entsprechen einem Angleich an die Daten geméall Gleichung 6. Die erhaltenen
Parameter sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Alle Messungen wurden bei 15 °C in
0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4, 1 mM EDTA durchgefiihrt.
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Abbildung S 8: Einfluss der MISS/ITS-Sequenz in Cox17 auf die Ausbildung des gemischten
Disulfids mit Mia40. Es wurde die Reaktion von 0,25 puM Mia40 und Cox17*3c (W),
Cox17*3,cS0ASTA  (O), Cox17*s4;c (A), Coxl17*4;c50A51A (A), Cox17*s;c (@) und
Cox17*57;¢50A51A (O) anhand der Fluoreszenzidnderung iiber 320 nm nach Anregung bei 280 nm
verfolgt. Die Kinetiken wurden durch monoexponentielle Funktionen mit linearem Anteil
angeglichen und die Amplituden gegen die Mia40-Konzentration aufgetragen. Die erhaltenen
Parameter sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Alle Messungen wurden bei 15 °C in
0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4, 1 mM EDTA durchgefiihrt.
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Abbildung S 9: Einfluss der Reste [le37-Leu38-Phe39 auf die Reaktivitit von Cox17*. Es wurde die
Reaktion von Miad40 und je 0,5 uM (a) Cox17*;3c-AEDANS (@) und Cox17%3,c37A38A39A-
AEDANS (A) bzw. (c) Cox17*s;c-AEDANS (@) und Cox17*5;c37A38A39A-AEDANS (A) anhand
der Fluoreszenzénderung iiber 460 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Die Kinetiken wurden
durch monoexponentielle Funktionen angeglichen und die Amplituden gegen die Mia40-
Konzentration aufgetragen. Die durchgezogenen Linien entsprechen einem Angleich gemif3 Gleichung
6. Weiterhin wurde die Ausbildung des gemischten Disulfids von 0,25 uM Mia40 und (b) Cox17*;6¢
(®) und Cox17*35c37A38A39A (A) bzw. (d) Cox17*s7c (@) und Cox17*s5;c37A38A39A (A) anhand
der integralen Fluoreszenz liber 320 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Alle Messungen wurden
in 0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15 °C durchgefiihrt. Die erhaltenen Parameter
sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Abbildung S 10: Einfluss der Umgebung von Cys26 auf die Reaktivitit. Es wurde die Reaktion von
Mia40 und je 0,5 uM (a) Cox17*,c-AEDANS (@), Cox17%yc27128L29F-AEDANS (A),
Cox17%*,4cMISS-swap-AEDANS (O ) und Cox17%,,c29F30133Y-AEDANS (V) bzw. (¢) Cox17*s;c-
AEDANS (@) und Cox17*5;cMISS-swap-AEDANS (O ) anhand der Fluoreszenzidnderung iiber
460 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Die Kinetiken wurden durch monoexponentielle
Funktionen angeglichen und die Amplituden gegen die Mia40-Konzentration aufgetragen. Die
durchgezogenen Linien entsprechen einem Angleich gemdBl Gleichung 6. Weiterhin wurde die
Ausbildung des gemischten Disulfids von 0,25 uM Mia40 und Cox17%*yc (@), Cox17%,5c27128L29F
(A), Cox17*,cMISS-swap (O) und Cox17%3c29F30133Y (V) bzw. (d) Cox17*s;c (@) und
Cox17*5;cMISS-swap (O ) iiber die integrale Fluoreszenz iiber 320 nm nach Anregung bei 280 nm
verfolgt. Alle Messungen wurden in 0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4 bei 15°C
durchgefiihrt. Die erhaltenen Parameter sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Abbildung S 11: Verschiedene Oxidationszustinde von Cox17* und Mia40 konnen durch nicht
denaturierende PAGE getrennt werden. (a) Es wurden jeweils 30 uM Cox17*, Cox17*gssaupen und
Cox17*ssimen aufgetragen. Die Proteine lagen jeweils in oxidierter oder reduzierter Form vor und
wurden sowohl mit Todacetat (Ia), als auch mit lodacetamid (Iam) modifiziert. (b) Es wurde jeweils
10 uM Miad0 aufgetragen. Oxidiertes Mia40 wurde unbehandelt aufgetragen, zusitzlich wurden
Proben mit 1 mM und 50 mM DTT versetzt, was zur Reduktion des katalytischen Disufids fiihrt.
50 mM DTT in 7 M Harnstoff und 50 °C reduzieren auch die strukturellen Disulfide. Alle Proben
wurden mit lodacetat und lodacetamid modifiziert.
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Abbildung S 12: Analyse der Intermediate aus der Oxidation von Cox17* durch Mia40 iiber 2d
Gelelektrophorese. Es wurde reduziertes Cox17* mit Mia40 inkubiert und die Reaktion durch
lodacetamid abgestoppt. Die Proben wurden auf ein nicht denaturierendes Polyacrylamidgel
aufgetragen, die gewiinschten Banden nach dem Firben ausgeschnitten und auf ein nicht
reduzierendes SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Gezeigt sind die gemischten Disulfide der Reaktion
von Mia40 mit (1) Cox17%*, (2) Cox17*ssaupen Und (3) Cox17*ssinnen aus den Gelen in Abbildung 21. +
und — gibt an, ob Reduktionsmittel zugegeben wurde. Zusitzlich wurden Mia40 und Cox17* als
Vergleich aufgetragen.
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Abbildung S 13: Oxidation von Cox17 durch Mia40. Es wurden je 20 uM (a) reduziertes Cox17* und
(b) Cox17*sginnen mit 50 uM Mia40 bei 15 °C in 0,1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4
inkubiert. Zu verschieden Zeitpunkten wurde die Reaktion durch Zugabe von lodacetat blockiert und
die Proben durch native PAGE analysiert.
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Abbildung S 14: Analyse eines Intermediats aus der Oxidation von Cox17*gginnen durch Mia40 tiber 2d
Gelelektrophorese. Die diffus laufende Bande aus der Reaktion von reduziertem Cox17*gsginnen mit
Mia40, wie in Abbildung 21 ¢ gezeigt, wurde nach dem Férben ausgeschnitten und auf ein nicht
reduzierendes SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.
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Abbildung S 15: Oxidation von Cox17* durch Mia40. Es wurden je 20 uM reduziertes Cox17* mit (a)
50 uM Mia40 und (b) 50 pM Mia40 und 1 pM Ervl in 0,1 M Kaliumphosphat, I mM EDTA, pH 7,4
inkubiert. Zu verschieden Zeitpunkten wurde die Reaktion durch Zugabe von lodacetamid blockiert
und die Proben durch native PAGE analysiert.
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Abbildung S 16: Zeitverlauf der Oxidation von 20 uM der reduzierten Cox17*-Varianten durch 5 uM
Mia40 und 1 pM Ervl. Es wurden die Bandenintensititen der Gele aus Abbildung 24 mit dem
Programm ImageJ densitometrisch ausgewertet. Gezeigt sind die erhaltenen Werte fiir die oxidierten
(@) und reduzierten Cox17*-Varianten (O ) und das gemischte Disulfid aus Mia40 und den Cox17%*-
Varianten (O) fiir (a) Cox17%*, (b) Cox17*ssausen Und (¢) Cox17*ssinnen. Flir Cox17*sginmen 1St zusitzlich
der Zeitverlauf der Zunahme der diffus laufenden Bande (A) gezeigt, die nicht zugeordnet werden
konnte.
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Abbildung S 17: Sekundérstruktur verschiedener Cox17*-Varianten. Gezeigt sind die CD-Spektren
von je 4 MM COX17* (—), COX17*SSinnen (7), COX17*26C36C (—), COX17*36057C ( ) und

fehlverbriicktem Cox17* (—). Die Messungen wurden in 10 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C
durchgefiihrt.
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Abbildung S 18: Reinigung des gemischten Disulfids zwischen Mia40 und Cox17*;¢c. Es wurden
dquimolare Konzentrationen Mia40 und Cox17%;¢c gemischt und die Reaktion sofort durch Zugabe
eines 20-fachen Uberschusses an lodacetat gestoppt. (a) Die Probe wurde durch
Gelfiltrationschromatographie getrennt und (b) die Peaks durch nicht reduzierende SDS-PAGE
analysiert.

Abbildung S 19: Stabilitit der gemischten Disulfide aus Mia40 und Cox17*s;c gegeniiber Reduktion
durch Glutathion. Es wurde 10 uM des gemischten Disulfids aus Mia40 und Cox17%s;c mit 0,1 mM
GSSG und den angegebenen GSH-Konzentrationen in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C fiir
6 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von lodacetat abgestoppt und die
Proben durch nicht reduzierende SDS PAGE analysiert.
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