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Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit geht es um die ubiquitire FAD-abhingige Sulfhydryloxidase Ervlp von

Hefe und hoheren Eukaryoten. Das Enzym ist bevorzugt im Intermembranraum der Mitochondrien
lokalisiert und katalysiert unabhingig vom Endoplasmatischen Retikulum, das Einfiigen von

Disulfidbriicken in Substrate.

Voraussetzungen fiir die Untersuchungen an Hefe Ervlp waren sechs Cystein-Mutanten und ein
etabliertes biochemisches Testsystem. Damit gelang es, ein dynamisches 3D-Modell fiir den
Enzymmechanismus zu entwickeln. Das 3D-Modell entstand aus den Kenntnissen iiber den
charakteristischen Doménenaufbau von Ervlp und den gefundenen Interaktionen seiner funktionellen
Cysteine. Als Grundlage fiir das Modell diente eine Rontgenkristallstrukturanalyse des nahe
verwandten Hefeenzyms Erv2p. Die Funktionen der sechs Cysteine des Ervlp wurden niher
untersucht. Die C-terminalen Cysteinpaare sind strukturell wichtig fiir die FAD-Bindungstasche. Die
N-terminalen Cysteine sind verantwortlich fiir die Dimerbildung und den Transfer der Disulfidbriicken
vom aktiven Zentrum auf Substrate. Dabei ist der flexible N-terminale Arm des Enzyms in der Lage
eine Bewegung auszufiihren. Ervlp bildet Homodimere in einer antiparallelen Anordnung aus. Eine
Cystein-Mutante von Ervlp wurde fiir die Substratsuche genutzt. Das Substratfangmodell gab dabei
erste Hinweise auf ein mogliches Substrat von 2 kDa GroBe. Bei der in vivo Substratsuche konnte mit

bekannten Intermembranraum-Antikdrpern ein mogliches Substrat identifiziert werden.

Die Arbeiten an dem homologen humanen Ervlp, dem Alrp der Sduger, konnten das scErv1-Modell
erfolgreich fiir hohere Eukaryoten erweitern. Neue Ergebnisse liegen vor. Alle Daten aus den in vitro-
und in vivo-Untersuchungen ergaben ein einheitliches Bild. Die Expressions- und
Regulationsmechanismen sind fiir Alrp komplexer. Es gibt drei Alrp-Varianten in Sdugetierzellen.
Ihre subzellularen Lokalisationen wurden identifiziert. Alrp konnte als ein essentielles und ubiquitéres
Protein in allen Geweben von Sdugern beschrieben werden. Alrp ist nicht leberspezifisch. In
Zellkulturen wurden unter den speziellen Versuchsbedingungen alle Alrp-Varianten identifiziert. Es
wird aktiv exkretiert. Eine eindeutige Lokalisation der Varianten in Zellkulturen war nicht méglich.
Fiir die Expression der Varianten deuten die Untersuchungen auf differentielle Translation oder
Protein-Prozessing hin. Die in vivo-Formen des Alrp wurden bei Maus, Ratte und Mensch untersucht.
Alrp ist in den Mitochondrien mit der 23 kDa und 21 kDa Variante lokalisiert. Die 21 kDa Variante
wurde extrazellular im Serum von regenerierenden Rattenlebern nachgewiesen. Die 15 kDa Variante
von Alrp wurde bei meinen Gewebeuntersuchungen nie gefunden. Erst bei unspezifischem

Gewebeabbau wurde ein Nachweis gefiihrt.



l. Einleitung

In der vorliegenden Arbeit werden die Untersuchungen an einem neuen Enzymtyp der
Familie der Oxidasen vorgestellt. Sulthydryloxidasen konnen iiber die Oxidation der
Sulfthydrylgruppen von Cysteinen Disulfidbriicken herstellen. Das vorliegende Problem wird
verstidndlicher, wenn die bekannten Grundlagen der biologischen Disulfidbriickenbildungen

betrachtet werden.

Die Aminosiure Cystein besitzt eine Seitenkette, die ihr spezielle Eigenschaften verleiht. Sie
tragt eine reaktive Sulfhydrylgruppe (-SH), die mit einem zweiten Cysteinrest unter Bildung
einer Disulfidbriicke (-S-S-) reagieren kann und eine kovalente Bindung eingeht. Die
Disulfidbriicken spielen eine wichtige Rolle fiir Proteine in und auBerhalb der Zelle. Die
Betrachtung von Proteinen und Aminosiuresequenzen mit Cysteinen belegen unterschiedliche

Funktionen der vorhandenen Disulfidbriicken. Sie sind in der Abb. 1 exemplarisch dargestellt.

A. Struktur B. Redoxaktives Zentrum
mit Transfer

Beispiel ist die Ribonuklease (Anfinsen 1973).

HS
HS

Beispiel ist das Thioredoxin
(Nakamura et al. 1997).

Abb. 1a: Verschiedene Funktionen von Disulfidbriicken in Proteinen.
A. Strukturbildende Disulfide,

B. Ausbildung eines redoxaktiven Zentrums mit Transfer der Bindung auf ein Substrat.



C. Komplex-Bildung D. Regulation

1. Homodimere

OS_SQ @ i inaktives Enzym

2. Heterodimere

TS

Beispiele sind Inmunoglobuline.

aktives Enzym

Beispiel ist die Endoplasmatische Retikulum
Oxidase (Frand et al. 2000).

Abb. 1b: Verschiedene Funktionen von Disulfidbriicken in Proteinen.
C. Die Komplex-Bildung von Hetero- und Homodimeren,
D. Die Regulation von Prozessen mittels Disulfidbriicken.

Im Allgemeinen entsteht die kovalente Bindung an den Thiolgruppen zweier Cysteine, die
sich in der gleichen oder jeweils in unterschiedlichen Polypeptidketten befinden. In
eukaryontischen Zellen werden Disulfidbindungen hauptsédchlich im Lumen des ER gebildet,
nicht im Zytosol. In Gegenwart von Sauerstoff ldauft die Reaktion spontan ab. Im
Endoplasmatischen Retikulum ist fiir die de novo Synthese von Disulfidbriicken das Protein
Erol, Endoplasmatische Retikulum Oxidase 1, verantwortlich (Frand et al. 2000).
Disulfidbriickenbildner ist das Enzym Pdilp, die Protein-Disulfid-Isomerase 1 (Freedmann et
al. 1984). Seine essentielle Funktion ist die Umfaltung von vorhandenen Disulfidbriicken
(Laboissiere et al. 1995). Intrazellulare Proteine weisen relativ wenige Disulfidbriicken auf.
Extrazellulare Proteine enthalten mehr Disulfidbriicken, die die korrekte Struktur stabilisieren.
Disulfidbriicken kommen daher bei Sekretproteinen und exoplasmatischen Doménen von
Membranproteinen vor. Zytosolische Proteine werden an freien Ribosomen synthetisiert. Die
nativen Proteine werden unter den Bedingungen nicht durch Disulfidbriicken stabilisiert. Die
zytosolischen Proteine liegen in der denaturierten Transportform in der Zelle vor, bis sie ihren

Bestimmungsort erreicht haben.

Subzellulare Riaume der Zelle wie die Mitochondrien waren bis vor kurzem als Orte bekannt,

in denen die Reaktionen fiir die Neubildung (de novo) von Disulfidbriicken an Proteinen oder



Substraten nicht vorkamen oder eine wesentliche Rolle spielten. Die Matrix der
Mitochondrien mit ihrer speziellen reduzierenden Umgebung ist die Ursache dafiir, dass
Thiolgruppen nicht stabil vorliegen konnen. Neue Untersuchungen geben Hinweise darauf,
dass auflerhalb des ER eine signifikante Aktivitidt von Disulfidbriicken-Bildungen in der Zelle
gefunden werden (Coppock et al. 1998, Hoober et al. 1999ab). Das Auffinden von
spezialisierten Sulfhydryloxidasen in Mitochondrien gab den AnstoB3, die Disulfidbildungs-
Hypothesen in der Zelle neu zu iiberdenken. Eine grofle Anzahl von Proteinen sind
mittlerweile als Sulfhydryloxidasen identifiziert worden. Sie gehoren alle ein und derselben
Proteinfamilie an (Coppock et al. 1998). Sulfhydryloxidasen (SOx) sind Enzyme, die als neue
Familie der Oxidasen beschrieben wurden. Unabhéngig vom ER konnen sie Disulfidbriicken
in Substrate einfiigen und verwenden dazu Sauerstoff als Oxidationsmittel (Hooper et al.
1999). Andere Ergebnisse zeigten, dass SOx unter Sauerstoffabschluss alternative Substrate

verwenden (Sevier et al. 2001). Sie katalysieren folgende Reaktion:

2R-SH + O, ™ R-SS-R + H:0;

Die Oxidation der Sulfhydrylgruppen wird hier gekoppelt mit der Reduktion von Sauerstoff zu
Wasserstoffperoxid.

Im Allgemeinen sind Sulfhydryloxidasen relativ kleine Proteine. Sie binden Kofaktor wie
Eisen-, Kupfer- und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und besitzen ein CxxC-Motiv, das
funktionell an der Redox-Reaktion beteiligt ist. Sie unterscheiden sich in ihren
Molekulargewichten, den Dimerisierungseigenschaften und der Substratspezifitit (Hooper

und Thorpe1999).

Bei der Suche nach Hefegenen, die fiir Interaktionen zwischen Mitochondrien und Zellkern
eine Rolle spielen, wurde eine temperatursenitive Mutante identifiziert, die bei Ausfall der
oxidativen Phosphorylierung eine ungewohnliche Zellzyklusarretierung zeigte. Bei Ausfall
des Gens destabilisiert die Mitochondrienmembran und die Zellkernhiille defrakmentiert,
dann stirbt die Zelle (Lisowsky 1992). Das gefundene mutierte Gen wurde mittels
Komplementationsanalysen untersucht und eine duale Funktionalitit wurde identifiziert. Das
Gen war notwendig fiir die oxidative Phosphorylierung und die Lebensfihigkeit der Zelle und
erhielt darauthin den Namen ERVI (Essential for Respiration and Viability). Durch weitere
Expressionsstudien wurde eine detailliertere Spezifikation fiir die Rolle des ERVI in den
Mitochondrien und der Regulation der zellularen Funktion aufgedeckt (Lisowsky 1994 und
1996). Die subzellulare Lokalisation des Ervlp in der Hefe konnte fiir das Zytosol und die



Mitochondrien von Hefezellen bestimmt werden (Lisowsky 1996), wo es eine essentielle
Rolle spielt bei der normalen Ausbildung der mitochondrialen Membranmorphologie und der
Stabilitdit der Organellen in der Zelle. Das Hefeprotein Ervl stand fiir weitere
Funktionsaufklarungen zur Verfiigung. Am Beginn der Untersuchungen iiber das ERVI-Gen
wurden im Gen Punktmutationen eingefiigt. Die resultierenden Aminosiduresequenzen des
Ervlp enthielten an den jeweiligen Stellen fiir die Cysteine ein Serin. So wurde das verédnderte
Verhalten der mutagenisierten Proteine einzeln getestet. Aus Untersuchungen war bekannt,
dass in der Hefe frither mehr Cysteine in den Aminoséduresequenzen ihrer Proteine vorhanden
waren. Die Anzahl der Cysteingruppen in den Proteinen der Hefe erfuhr im Laufe der Zeit
eine Reduzierung, auf die wesentlichen Cysteine mit wichtiger Funktion. Die Ursache dafiir
ist der heutige Lebensraum der Hefen auf Pflanzenoberflichen, wie Blitter, Bliiten und
Friichte. Der Lebensraum liefert keine ausreichenden Schwefelquellen, sondern nur Proteine
und schwefelarme C-Quellen. Die Reduktion der Cysteinreste in Hefeproteinen hilt daher

weiterhin an (Jones und Fink 1982).

Weitere biochemische und enzymologische Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe
lieferten fiir Ervlp weitere Auskiinfte iiber den Domidnenaufbau und die funktionellen
Mechanismen im Erv1-Protein. Das Hefe ERVI Gen kodiert ein einziges Protein von 189
Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 22 kDa, zu sehen in Abb. 2. Das Gen ist
essentiell fiir die Hefezelle. Uber die Proteinsequenz des Ervlp sind sechs Cysteine verteilt,
von denen vier Cysteine -CxxC-Motive darstellen (Der erste Sequenzblock mit -PCRSC- und
der zweite mit einer —-PCNWC- Sequenz). Untersuchungen konnten belegen, dass der N-
terminale Proteinbereich eine groflere Sequenzvariabilitit im Vergleich mit anderen Proteinen
verschiedener Spezies zeigt und die Lokalisationssequenz und eine Dimerisierungsdoméne
besitzt. Im Gegensatz dazu ist die C-terminale Domidne im Vergleich mit verschiedenen
Spezies stark konserviert, was verstdndlich wird, da hier das CxxC-Motiv des redox-aktiven

Zentrums und die FAD-Bindungsregion liegen.



Domanen des Ervi-Proteins

Dimerisierung CXX_C FAD-Bindung
Lokalisation Motiv l

l |

f1 rt t
59 176

30 33 130 133 1
o ——0
redox-aktives

Zentrum

Abb. 2: Die Grafik zeigt die funktionellen Domanen des Ervip. Der N-Terminus tragt die
Zielsequenz und die Dimerisierungsdomane fir das Protein. Der griin gekennzeichnete C-terminale
Proteinbereich tragt das CxxC-Motiv des redoxaktiven Zentrums und die FAD-Bindungsregion. Die
Zahlen mit den Pfeilen zeigen die Positionen der Cysteine in der Proteinsequenz an.

Die Hefe besitzt ein zweites Gen, das ERV2, das entfernte Homologien zu ERV I aufweist. Bei
Komplementationsuntersuchungen am Gen konnte ERV2 die ERVI-Funktionen nicht
tibernehmen (Stein und Lisowsky 1998) und steht, im Gegensatz zu ERVI, daher nicht im
Zusammenhang mit irgendeiner Wachstumsfunktion fiir die Zelle. Das Protein Erv2p besitzt
196 Aminosduren. Ervlp und Erv2p katalysieren Disulfidbriickenbildungen in Substrate.
Erv2p ist die erste Sulfhydryloxidase, die in den Mikrosomen des Endoplasmatischen
Retikulums gefunden wurde und zur Ervlp/Alrp-Familie der FAD-bindenden Sulthydryl-
Oxidasen gehort (Gerber et al. 2001). Erv2p kommt parallel mit Erolp und Pdip im
Endoplasmatischen Retikulum vor (Sevier et al. 2001). Damit unterscheiden sich die
subzellularen Lokalisationen der beiden Hefeproteine. Erv2p ist im ER und Ervlp im
Intermembranraum der Mitochondrien lokalisiert (Lisowsky 1996, Hofhaus et al. 1999a).
Stellvertretend fiir die speziellen Sulthydryloxidasen, die in der Hefe gefunden wurden,
stehen somit Ervlp und Erv2p. Ihre Gensequenz und die resultierende Proteinsequenz
konnten aufgeklidrt werden (Stein und Lisowsky 1998, Lee et al. 2000) und der daraus
gefundene Dominenaufbau gab Hinweise auf den Mechanismus im Protein. Die generelle
Bedeutung des ERVI-Gens und seines Proteins fiir die eukaryontische Zelle als ein
Modellsystem wurde deutlich durch die Identifikation des strukturellen und funktionellen
humanen homologen Gens (Lisowsky et al. 1995). Die Hefe ist ein eukaryontischer Einzeller,
weshalb es wichtig war, ein homologes Gen in Sdugern ausfindig zu machen und zu

untersuchen.



Das homologe humane Gen trigt den Namen ALR, als Abkiirzung fiir Augmenter of Liver
Regeneration. Alrp wurde bei der Leberregeneration entdeckt und fiir einen potentiellen
hepatischen Wachstumsfaktor gehalten (Francavilla et al. 1994). Die Besonderheit der Leber

ist ihre Regenerationsfdhigkeit in kiirzester Zeit (Michalopoulos et al. 1997). In
regenerierenden Lebergeweben wurde eine hohe Expressionsrate des Proteins gefunden, das
spéter als Alrp Bezeichnung fand. Bei Untersuchungen wurde nach Injektion einer Alrp-
Proteinlosung das Wachstum von Hepatocyten in der Leber angeregt (Hagiya et al. 1994).
Das diente als Beleg, dass Alrp die proliferative Aktivitét sich teilender Hepatocyten verstérkt

und selber als ein sekundérer hepatischer Wachstumsfaktor wirkt.

In unserer Arbeitsgruppe wurde ein humanes Gen auf Chromosom 16 als ein homologes
Hefe ERVI-Gen identifiziert und als humanes (h) ERVI bezeichnet. Durch Komplemen-
tationsstudien konnte gezeigt werden, dass das scERVI essentiell fiir die Zellfunktion ist und
dass das humane hERVI-Gen ein strukturell und funktionell homologes Gen des scERVI-
Gens ist (Lisowsky et al. 1995). Der Entdeckung folgte eine genaue vergleichende
Untersuchung des Gens und seiner Struktur. Gleichzeitig wurde das homologe ALR-Gen aus
Ratte und Maus identifiziert und durch Untersuchungen seiner spezifischen Struktur und
Lokalisationen der Leberregeneration und der Spermatogenese zugeordnet (Hagiya et al.
1995; Giorda et al. 1996). Das humane Gen wurde nun wegen seiner schon frith

beschriebenen moglichen Rolle bei der Leberregeneration als ein verstirkender hepatischer

Wachstumsverstiarker betrachtet (Lisowsky 1996; Giorda et al. 1996).

Die Expression des ALR-Gens in hoheren Eukaryonten verlduft komplexer als die Expression
des ERVI in der Hefe. Fiir ALR liegt in den Genomen der untersuchten Sduger Maus, Ratte
und Mensch nur jeweils ein Gen vor (Maus Chromosom 17, Mensch 16) (Polimeno et al.
1999). Es wurden aber verschiedene Formen des Alr-Proteins mit unterschiedlichen
Molekulargewichten gefunden (Giorda et al. 1996). Darauthin wurde vermutet, dass das
Auftreten verschiedener Formen von Alrp regulatorische Ursachen hat und moglicherweise
durch Initiation der Translation an verschiedenen ATGs der mRNA entsteht. Die
entstehenden Proteine weisen somit eine verkiirzte N-terminale Domine auf. Es wurden 23
kDa und 15 kDa Proteine bei der Ratte detektiert (Giorda et al. 1996, Rose et al. 1997). Fiir
das humane Alrp wurden die lange und die kurze Proteinform in humanen Zellen gefunden.
Es wurden Genkonstrukte hergestellt und fiir die Expression des humanen ALR in Hefe

getestet. Bei den Untersuchungen der homologen Genkomplementation konnte das humane



ALR das Hefegen ersetzten (Lisowsky et al.1995). Aus den vergleichenden Untersuchungen
an der ERVI/ALR-Genfamilie in unserer Arbeitsgruppe war bekannt, dass die N-terminale
Doméne des Ervl-Proteins von Hefe notwendig ist fiir den Import der Proteine in die
Mitochondrien. Durch Antikdrperuntersuchungen wurde die Assoziation des Proteins mit den
Mitochondrien bestitigt (Lisowsky 1996). Durch Herstellung von Fusionsproteinen fiir Alrp
und Erv1p mit GFP konnte die subzellulare Lokalisation der homologen Proteine in Hefe und
humanen Zellen in ersten Experimenten untersucht werden. In Hefezellen akkumuliert
humanes Alrp im Zytoplasma, wihrend scErvlp mit den Hefemitochondrien assoziiert. Erste
vergleichende Studien in humanen Zellen lokalisierten Alrp im Zytoplasma der Zellen
(Hofhaus et al. 1999a). Im Allgemeinen konnte fiir die beiden bekannten Formen des Alr-
Proteins ein zytosolischer Nachweis gefiihrt werden (Hagiya et al. 1995; Giorda et al. 1996).
Aus der Literatur ist von einer anderen Arbeitsgruppe fiir die kurze 15 kDa Form von Alrp ein
Nachweis im Zellkern (Hagiya et al. 1994) bekannt. Die Ergebnisse zeigen, dass fiir die

genaue subzellulare Lokalisation des Alrp noch weitere Untersuchungen notwendig sind.

Eine Genom-Datenbank-Analyse zeigte, dass ALR ubiquitir bei allen eukaryontischen
Organismen vorkommt. Die abgeleiteten Proteinsequenzen ergaben fiir die C-terminale
Domine einen 40%igen identischen Aminosédureanteil. Das ist ein stark konservierter
Bereich. Die N-terminale Domine zeigt hingegen Variabilitit in der Sequenz, selbst zwischen
eng verwandten Spezies wie Maus, Ratte und Mensch (Lisowsky 1995 und 1996). Das CxxC
Motiv kommt in allen verglichenen Sulfhydryloxidasen vor und ist zusammen mit seinen
benachbarten Aminosduren stark konserviert (-PCEEC-: Hofhaus et al. 1999a; Polimeno et
al. 1999). Den Dominenaufbau des Alrp vom Menschen soll im folgenden die Abb. 3

verdeutlichen.



Domanen des humanen Alr-Proteins

CXXC
Motiv FAD-Bindung
Lokalisation l
) C 23kDa

1 26/27 60 70-73 80 94 141-144 153 164 170-187-204

*——0
redox-aktives
Zentrum
N C 21kDa
N Cc 15kDa

Abb. 3: Die Grafik zeigt die funktionellen Doménen des Alrp. Die N-terminale Domane ist fir die
Lokalisation in der Zelle verantwortlich. Die C-terminale Doméne beinhaltet das CxxC-Motiv des
redoxaktiven Zentrums und die FAD-Bindungsregion. Die Zahlen mit den Pfeilen zeigen die Positionen
der Cysteine in der Sequenz an. Mit M werden die Methionine bezeichnet, die mdgliche
Translationsstartstellen sind. Die 21 kDa und 15 kDa Formen des Alrp sind weitere mdgliche
Proteinvarianten.

Durch die Identifizierung der Sequenzen verschiedener Sulfhydryloxidasen wurde belegt,
dass die starke Konserviertheit des Proteinbereiches, der das CxxC-Motiv beinhaltet, einen
Hinweis auf einen gemeinsamen Ursprung gibt. Die katalytische Ervip-Doméne hat in der
Entwicklung von der einzelligen Hefe zum vielzelligen Eukaryoten bis hin zum Siduger
vergleichbare enzymatische Funktionen behalten. Daraus kann geschlossen werden, dass die
Erv1/Alr-Proteinfamilie eine fundamentale Funktion in eukaryontischen Zellen erfiillt. Ervip
und ein bekanntes Q6-Protein sind evolutionidr miteinander verwandt. Das Q6p hat seine
katalytische Domine von einem Vorldufer-Erv1-Protein (Hoober et al. 1999a,b und Abb.4).

Auch das Q6-Protein zeigt in vitro Sulfhydryloxidaseaktivitt.
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Ervip-Domane in Alrp und Q6p

(Thioredoxin) (Protein-Disulfid-lsomerase)
Trxp Pdi1p Pdi2p Q6p Alrp Ervip

Proto-Trx-Doméane Proto-Erv-Doméane

Abb 4: Die Entstehung des Fusionsproteins Q6p und der gemeinsame Ursprung von Alrp und
Ervip (Coppock et al.1998; verandert).

Das humane Quiescin Q6 Gen ist bei Untersuchungen von Zellkulturen als humaner
Wachstumsfaktor des Menschen entdeckt und beschrieben worden. Das Q6p wurde in der
Phase der nicht-proliferierenden Zellen gefunden und wurde solange nachgewiesen, bis die
Zellen aus dem Stadium wieder austreten. Das Q6-Gen ist ein essentielles Gen und kommt
ubiquitidr in allen Zellen vor. Bei Untersuchungen an Ratten konnte das Q6 bei der
Hochregulation von Prozessen im Verlauf der Spermatogenese gefunden werden. Das huQ6-
Protein wurde in der extrazellularen Matrix nachgewiesen. Es wird sekretiert. Darum gilt
humanes Q6p heute als ein weiteres Beispiel fiir ein Enzym, das Disulfidbriickenbildungen

aullerhalb des Endoplasmatischen Retikulums katalysiert.
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Offene Fragestellungen
Ervlp in Hefe ist gut charakterisiert worden. Die Frage nach der eigentlichen Enzymfunktion

konnte mit der Zuordnung geklirt werden, dass Erv1p eine Sulthydryloxidase ist. Damit stand
die Funktion des Enzyms und die Einfiigung von Disulfidbriicken in Substrate im Mittelpunkt
weiterer Untersuchungen. Die daraus resultierenden Fragenkomplexe gliederten sich in drei
groBe Themenbereiche:

1. Der Mechanismus des Enzyms,

2. Die in vivo-Substrate des Enzyms und

3. die Funktionen der speziellen SOx in der Zelle.

Die Voraussetzungen fiir die vorliegende Doktorarbeit waren die Ervlp-Mutanten und das
etablierte Hefesystem. Die noch fehlenden Vektorkonstrukte mussten hergestellt, die
Hefemutanten erzeugt und das Expressionsverhalten der Mutantenproteine im genetischen
System der Hefe untersucht werden. Aus den nun vorliegenden Mutantenproteinen und den
anstehenden genetischen Untersuchungen in der Hefezelle, sollten folgende Antworten fiir die
in vivo-Analyse gefunden werden:

- Wie ist das Verhalten der mutierten Erv1-Proteine in vivo und in vitro?

- Kann ein Unterschied erkannt werden, der einen funktionellen Bezug hat?

- Was zeigen die Funktionstests fiir die Dimerisierung, die Enzymaktivitit und

die FAD-Bindungsfihigkeit im in vitro-System?
- Welche Substrate bevorzugt Ervlp in vivo? Unterscheiden sie sich von den in

vitro-Substraten?

ALR wurde als ein essentielles und ubiquitidres Gen der Sduger beschrieben. Es wurde die
Aussage gemacht, dass Alrp in der Leber eine wichtige Rolle spielt und ein
Wachstumsverstirker bei Prozessen wie der Leberregeneration ist. Aufgrund des Befundes,
dass verschiedene Formen des Alrp mit unterschiedlichen Molekulargewichten in der Zelle
gefunden wurden, stellen sich die folgenden Fragen:

- Wo sind die Alrp Varianten lokalisiert?

Welche Alrp Varianten treten in Zellen und Geweben auf? Hat Alrp eine spezifische

Funktion in der Leber?

Konnen Aussagen iiber die Regulation von ALR in der Zelle gemacht werden?
- Gibt es eine generelle Funktion des Alrp in der Leber und ist es daher auch bei
anderen Leberphdnomenen von Bedeutung?

Daraus ergeben sich folgende konkrete Problemstellungen fiir die vorliegende Arbeit:
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Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten mitochondrialen Sulthydryloxidasen Ervlp und
Alrp sind auffdllig in ihren Cysteinanordnungen und den daraus resultierenden
Cysteinmotiven. Um die Struktur und den Mechanismus des Ervlp aufzukldren, sollten
Mutagenesen an den Cysteinen in der Sequenz von ErvIlp vorgenommen werden. In Vorarbeit
(Lee 2002) wurde das Mutagenese-Projekt begonnen. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Mutagenisierung aller sechs Erv1p-Cysteine angestrebt. Hierbei ist das genetische System der
Hefe Saccharomyces cerevisiae essentiell fiir die Beantwortung von Fragestellungen der
Phénotypuntersuchungen an den Mutanten. Die Untersuchungen an Alrp, dem Homolog des
Ervlp, ermoglichen den Einstieg in die Arbeiten fiir Sdugetiere. Vorliegende Widerspriiche in
der Literatur iiber Alrp ergaben neue Fragen zum Thema. Die Fragen sollten in neuen
Experimenten Beantwortung finden. Es wurden neue ALR-Konstrukte hergestellt. Sie
ermoglichten die Untersuchung der Expression des Genproduktes in Zellkulturen ohne GFP-
Tag (Hothaus et al. 1999a). Gewebeuntersuchungen und Zellfraktionierungen von Mensch,
Maus und Ratte sollten dem folgen. Die in vivo-Untersuchungen sollten helfen, die

vorliegenden Widerspriiche iiber Lokalisation und Funktion des Alrp aufzukléren.
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1. Bakterien
Tab. 1: Bakterien Stamme : Escherichia coli
Name Verwendung Marker Quelle
RRIAM15 Labor- Fhsd329 (rg" mp’) |Bolivar et al. 1977
Transformations- rec A" ara-14 pro
stamm A2 lacliZ, AM15
gal K2 rspL.20
str® xyl-5 mtl-1
supE 44 Lambda
DH 50 Transformations- FrecAl; endAl; |Hanahan 1983
stamm gyrA96; thil;
hsdR17(ry-, my-);
supE44; laclZ,
AMI15 galK2
BL-21(+) Expressionsstamm s. Hersteller Novagen
XL-1 Transformations- s. Hersteller Stratagen
superkompetent stamm
Mutagenesen
2. Hefen
Tab. 2: Hefestimme: Saccharomyces cerevisiae
Stammname Marker Verwendung Quelle
S3,Sporulationsstamm | MATo/a, his4-519/ Tetradenanalyse Lisowsky 1992, 1994
Nr.3 (2n). his4-519
Ascervl//scERV1 Aleu2/Aleu?2

ura3-52/ura3-52
ervlILEU2/ERV1

pet 492-6A (1n) MATa, Aleu2 ura3-52 | Komplementation Lisowsky, 1992
Kerngenmutante pet 492
JRY Ina abzw. a, Wildtyp Labor

Aleu2 ura3-52

unveroffentlicht).

his4-519 (Jasper Rine,




3. Zellkulturen
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Tab. 3: Zellkulturstimme und Zellkulturlinien

Abkilirzung Bezeichnung Herkunft

143B Humane Hofhaus (Uni-Diisseldorf)
Osteosarkomazelllinie
(Fibroblasten-Zellinie)

HepG2 Permanente Leberzelllinie Uni-Gottingen

Cos.7 Embryonale Hepatologie, Uni-Diisseldorf
Nierenepithelzellen der
grilnen Meerkatze (Cercopithecus)

H42E Permanente Hepatologie, Uni-Diisseldorf

Lebertumorzelllinie

Primére Hepatocyten

Primérkultur frisch
préaparierter Hepatocyten aus
Rattenleber

Hepatologie, Uni-Diisseldorf

KC Kupffersche Zellen Hepatologie, Uni-Diisseldorf
HSC Hepatische Stellate Zellen Hepatologie, Uni-Diisseldorf
SEC Stellate Sinoidale Zellen Hepatologie, Uni-Diisseldorf

4. Saugetiermaterial: Ratte, Maus und Human
a) Ratte
Die Organentnahme erfolgte an Wistar-Ratten in der Tierversuchsanstalt der HHU-

Diisseldorf. Die Organproben von Herz und Leber wurden zur Mitochondrienisolation und als
Null-Kontrollen fiir Western-Analysen bei den Fragestellungen iiber ALR verwendet.
Lebermaterial von Ratten im Rahmen der Untersuchungen des SFB575 stammten aus den
Labors der Experimentellen Hepatologie der HHU-Diisseldorf und wurden dort von
Fachpersonal den narkotisierten Ratten entnommen.

b) Maus
Die Organentnahme bei Méusen (Mus musculus) erfolgte im Institut fiir Genetik am Stamm

C57 BL/6 (Wildtyp). Die Miuse wurden mit Ether im Uberschuss betiubt und durch
Genickbruch getotet. AnschlieBend fand die Sezierung statt, bei der die Organentnahme von
Herz, Leber, Testis und Gehirn erfolgte. Die Organe der Miuse wurden fixiert und fiir spitere
Gewebeschnitte und Immunzytochemischen Untersuchungen in Paraffin eingebettet.

¢) Organe und Fraktionen

Schnittpridparate von Leber, Herz und Darm wurden der Arbeitsgruppe als Paraffin-Schnitte
von der Italienischen Kooperationsgruppe aus Bari zur Verfiigung gestellt. Schnittpréparate
von der Rattenleber fiir die Untersuchung des Fibrosemodells wurden von Richard Fischer,
SFB 575, zur Verfiigung gestellt.  Schnittpriparate von  Rattenlebern  fiir
Immuncytochemische-Untersuchungen wurden in der Experimentellen Hepatologie selber
hergestellt. Die Leber wurde am Gefriermikrotom mit einer Schnittdicke von 7 um

hergestellt. Fraktionen von Blut der Ratten und von Human und Biopsiematerial von Human
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wurden von Herrn Wettstein, SFB 575 oder der Italienischen Kooperationsgruppe aus Bari

zur Verfligung gestellt.

B. Verwendete Vektoren

Tab. 4: Die verwendeten Klonierungsvektoren.

Name des Vektors

Verwendung des Vektors

pET24a(+) Fa. Novagen Proteinexpression in E. coli 5310bp
pRS 416 Labor Hefeklonierung: niedrige Kopienzaht ~ 4898bp
pYEp 352 Labor Hefeklonierung. 5188bp
pYEp 352-pADH Labor Hefeklonierung: nohe Kopienzahl 5181bp
pUC19 Fa. Fermentas Mutagenisierung des Gens ERVI 2686bp
pEGFP-N1 Fa. Clontech Fusionsprotein 4,7 kb
C. Verwendete Primer
Tab. S: Die verwendeten Primer.
Nr| Bezeichnung Sequenz Name
ALR:
1a|hmALR-1. ALR- |5 -CCCGAATCCGTCGCCACCATGGCGGCGCCCGGCGAGCGG-3" | Volllingen-
GFP form von Alrp
1b|Rhm1.ALR-GFP |5 -~CCCGGATCCTCGGAGCGCGCGCCCCCCCCGG-3" Volllingen-
form von Alrp
2a [ p2MmhuA* 5' —~CCCGAATTCGTCGCCACCATGATGGACGACCTGGCGACC-3" [ AN-Alrp-Form
(21kDa)
2b|s. 1b Riickprimer
4a | 25ASALR* 5" -GGGGGCGCGCGCTCCGAGGATCC-3" Pri-Sequenz
von Alrp
4b | ALRR25* 5" —~GGTGGATCCTCGGAGCGCGCGCCCCCCGG-3" Pri-Sequenz
von Alrp
Riickprimer
8a | ALR+STOP- 5° —CCCGAATTCTAGTCACAGGAGCCATC-3" Natives Alrp
6his-tag Riickprimer
EcoRI/Stop
8b | nde1-alr-his 5° —CGACTTCAAGTGCCATATGCGGACGCAGCAGAAG-3" Natives Alrp
Vorwirtsprimer
Ndel
ERVI:
5a | MC33SF 5" -CTACTTGACTTTCAGTACGTGACC-3 " C33S
5b | MC33SR* 5 —~GGTGTTAGATGATCGGCAAGGTTTGC-3" C33S
6a | MC133SF2 5' —CTTTGAAAAATATATCAGAGAAAATG-3" C133S
6b | MC133SR* 5 -TCTTTAGCAGACCAGTTGTAAGG-3" C133S
7b | MC3033SR* 5° —-GGTGTTAGACGATCGGGAAGGTTTGCC-3" C30/33S
7a|5b (MC33SR)
9a | ERV1-Nde-F 5' —AATACAAAGCCATATGAAAGCAATAGATAAAATG-3" 6 His-tag
9b|ERV1-Xho-R 5' —GATTGCTCGAGTTCGTCCCAGCCGTCCTTCCA-3" 6 His-tag

*Primer mit der Mutation.
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D. Verwendete Antikérper
Tab. 6: Die verwendeten Antikorper.

Antikérper | Bezug | Arbeitskonzentration
Primare Antikorper
a- Ervip, Hefe R. Lill, Marburg 1:1000
o -His-Tag, Maus Lisowsky 1:1000
a -GFP, Maus Boehringer Mannheim 0,4 pg/ml
o -huAlrp, Kaninchen Universitit Diisseldorf 1 ul/ml; 1: 1000 // 1:250
o -Hsp70 (w27), Maus Santa Cruz Biotechnology 0,2 ug/ml /1 1:250
o -Actin (Ab-1), Maus Oncogene Res. Prod. 0,05 pg/ml; 1:2000 // 1:200
o -Cyt ¢ (Ab-2), Kaninchen | Oncogene Res. Prod. 100 pg/ml;
a -CoxVb, Maus Molecular Probes 3 ug/ml; /1 1:250
o -Trxp, Ratte Imcocorp, Stockholm, 1:1000
Schweden
o —Porin (Ab-5) (Kaninchen) |Calbiochem lug/ul /] 1:250
o -Porin 31HL, Human Calbiochem Tug/ul /11:250
(Maus)
o -Som1, Kaninchen Arbeitsgruppe 1:1000
o -Imp1, Kaninchen Arbeitsgruppe 1:1000
a -Sodp, Kaninchen R. Lill, Marburg 1:1000
o -Grxp, Kaninchen R. Lill, Marburg 1:1000
o -Trxpl, Kaninchen R. Lill, Marburg 1:1000
a -Apo cytc, Kaninchen R. Lill, Marburg 1:1000
Sekundéare Antikorper
Alkalische Phosphatase Boehringer 1:1000
gekoppelte IgG (Ziege a-
Maus)
Alkalische Phosphatase Boehringer 1:1000
gekoppelte 1gG (Ziege a-
Kaninchen)
Fluoreszenzantikérper
FITC-a-Kaninchen Dianova 1:500 (bis 250)
FITC-a-Maus Dianova 1:500 ( bis 250)
CY3-a-Kaninchen Dianova 1 : 1000 ( bis 2500)
CY3-a-Maus Dianova 1: 2500 ( bis 2500)
E. Nahrsubstrate und Losungen
1. Bakterien
Tab. 7: Bakterien
Name Bestandteile

LB-Medium 1 % (w/v) Bacto-Trypton; 1 % (w/v) NaCl;
(Luria-Broth) 0,5 % (w/v) Hefeextrakt;

15 g/l Agar fiir Platten
Antibiotika Kanamycin: 50 mg/l oder 25 mg/l

Ampicillin : 100 mg/1
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2. Hefen
Tab. 8: Hefen

Name Bestandteile
Sporulationsmedium 0,05 % Glucose, 0,1 % Yeast Extract,

1 % Kaliumacetat pH 6,5

N3-Medium (Glycerin-Medium)

1 % Hefeextrakt, 1 % Bacto Pepton, 2 % Glycerin, 10 %
Sorensen-Puffer pH 6,2 (2,5 % Agar fiir die Platten)

Minimalmedium (WA-Medium)

2 % Glucose, 0,67 % Yeast Nitrogen Base,

5 % Sorensenpuffer pH 6,2 (bei Platten werden 2,3 %
Agar hinzugegeben).

100 mg Ade, je 20 mg (Ura), Arg, His, Ile, (Leu),
Lys, Met, Trp, Thr, Val, Tyr, Phe.

Bei Aminosdure-Auxotrophie wird z.B. Ura oder Leu
weggelassen. Das WA "** Medium fand als Priisporo-
lationsmedium fiir die Tetradenanalyse Anwendung.

Sorensen-Puffer

100 mM Na,HPO,, 400 mM KH,PO,, pH 6,2

YPGc-Medium

2 % Glucose, 1 % Bacto Pepton, 1 % Yeast Extract,
0,01 % Adenin, je 0,002 % Thr,Trp und Uracil;
(2,3 % Agar fiir die Platten)

3. Zellkulturen
Tab. 9: Zellkultur

Name Bestandteile

Trypsin/EDTA Losung |0,1 % Trypsin in 25 mM Tris; 137 mM NaCl; 7 mM Na,HPOy;
1 mM EDTA; 5 mM KCI; pH 7.5

HBS 20 mM Hepes; 150 mM NaCl; pH 7.4 sterilfiltriert

DOSPER 25 - 500 nM

DEAE-Dextran 50 mg/ml in PBS, autoklaviert (Pharmacia) My, ~ 500.000

DMSO 10 %ig in PBS

Chloroquine 100 mM in PBS (Sigma), 4°C lagern

Transfektionsmedium DMEM mit Antibiotika (PSK) ohne Serum (FCS)

Kulturmedium DMEM + 1 % Antibiotika + 5 % FCS

PBS 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPOy, 2,7 mM KClI, 1,8 mM KH,PO,,
pH7,4 steril gefiltert / autolaviert

MitoTraker 25 — 50 nM-Losung fiir Gewebeschnitte, 10-30 min Einwirkzeit
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4. DNA
Tab. 10: DNA
Name Bestandteile
Agarosegel 1 % Agarose in 0,5 x TBE / EtBr (5 mg /1) ; 85V, 30 — 60 min Laufzeit
TBE 45 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM EDTA; 8 % Saccharose;
5 % Triton X-100
Probenpuffer 445 mM Tris-Borat, pH 8,3; 10 mM EDTA; 0,25 % (w/v)

Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencyanol; 50 % (v/v) Glycerin

Boiling-Puffer

8 % Sucrose, 0,5 % Triton X100, 50 mM EDTA pHS8.,0, 10 mM
Tris/HCI pH 8,0

Lysozymldsung

10 mg Lsozym, 1 ml TE-Puffer.

TE-Puffer

10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA

10x Ligations-
Puffer

0,66 M Tris / HCI pH7,5
50 mM MgCl12, 10 mM DTT, 10 mM ATP

50 % PEG-Puffer (Polyethylenglykol)

Transformation

Lithium Azetat- 1M

Stammlosung.

50% PEG- 2,5 ml PEG 600, 2,5g PEG 4000 mit H,O auf 10 ml auffiillen.
Stammlosung

0,IM LiAc 2 ml LiAc-Stammlodsung; 18 ml H,O.

PEG-Lsg. 1 ml LiAc-Stammlsg, 8 ml 50 % PEG-Stammlsg.,

(0,1 mM LiAc, 40 % PEG) 1 ml H,O

5. Immunzytochemie
Tab. 11: Immunzytochemie

Lésungshame |

Bestandteile

Medien fiir die Inmunhistochemie

Mayer's Himatoxylin

0,1 % Hematoxylin, 5 % Kaliumaluminiumsulfat, (0,02 %
Natriumjodate, nur fiir die natiirliche Alterung), in dH,O

Eosin-Lsg.

0,4 % Eosin G (w/v) in dH,0O mit Zugabe von 1 % Eisessig

Medien und Reagenzien fiir die Imnmunzytochemie

Reaktionspuffer 50 mM Tris-HCL, pH 9,5; 140 mM PBS

NGS Jung-Ziegen Serum, 2 % zum Blocken

Waschpuffer 1 x PBS

Substrat NBT + BCIP pro ml ; gelost in 70 % Dimethylformamid (DMFA)

BCIP (5-Brom 4-chlor-3

indoyl-phosphat)

18,8 mg/ml ; Einsatz von 3,5 ul BCIP / ml Puffer

NBT

(Nitroblautetrazoliumchlorid)

37,5 mg/ ml ; Einsatz von 4,5 ul NBT / ml Puffer

Block-Serum

PBS : NGS (1:50) fiir den Primér-Antikorper;
PBS : NGS (1:500) oder PBS pur verwendet.

Permeabilisierung Tween-20 : 0,05 % in PBS fiir das Waschen

Levamisol 0,1 mM Endkonzentration von Levamisol zum Blocken
endogener Alkalischer Phosphatase Aktivitit.

Rotiplast Paraffin-Pastillen fiir die Gewebeeinbettung

Roth Nr.: 6642

Eindeckelmedium

DePeX // Serva Nr.:18243
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lll. Methoden

Alilgemeine Methoden

A. Bakterienanzucht
Die Bakterienanzucht der verwendeten E. coli-Stamme erfolgte im LB (Luria-Broth)-

Néhrsubstrat bei 37°C mit Zugabe von Antibiotika zur Selektion. Die transformierten Stimme
wurden in kleinen Mengen im Reagenzglas angezogen, indem eine Impfosenmenge der
Bakterien 5 ml LB-Medium zugesetzt wurden. Die Inkubation erfolgte fiir 4 - 6 Std. oder ii.
N. Fiir den Expressionsstamm wurde eine 10ml Vorkultur angesetzt, die zum Beimpfen einer
11 Hauptkultur verwendet wurde. Die Bakterien wurden bei 37°C bis zu einer ODgyo von 0,6
kultiviert und geerntet.

LB-Nahrsubstrat: 1 % (w/v) Bacto-Trypton; 1 % (w/v) NaCl; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt;
15 g /1 Agar fiir Platten.

Antibiotika: Kanamycin: 50 mg/1oder 25 mg/1
Ampicillin : 100 mg/ 1.

B. Préaparation kompetenter Bakterienzellen
Das Grundprotokoll zur Herstellung von kompetenten Bakterienzellen stammt aus Sambrook

et al. 1989. Die folgende Arbeitsanweisung wurde im Labor verwendet: Es wird eine E. coli
Vorkultur hergestellt, indem in einem kleinen Kulturkolben 10 ml LB-Néhrsubstrat mit dem
Laborstamm angeimpft werden und ii.N. bei 37°C inkubieren. Am nichsten Morgen wird die
Vorkultur in einen 2 1-Erlenmeyerkolben mit Handikap steril iiberfiihrt und 3 — 4 h bei 37°C
auf dem Schiittler kultiviert. Danach wird in regelmédBigem Abstand der ODggo-Wert der
Bakteriensuspension iiberpriift. Bei erreichen eines Wertes zwischen 0,5 und 0,6 werden die
Bakterien weiterverarbeitet. Die Kultur wird 10 min auf Eis gestellt und anschlieend fiir 10
min und 4°C bei 6000 rpm schonend in einem GSA-Rotor zentrifugiert. Das Pellet wird {iber
Eis mit 200 ml kalter 75 mM Calziumchloridlésung (CaCl,) resuspendiert. Die Suspension
wird 20 min auf Eis inkubiert, erneut zentrifugiert und das Pellet mit 20 ml CaCl,-Losung
resuspendiert und 15min inkubiert. Zugabe von Glyzerin in einer Endkonzentration von 15 %.
Die kompetenten Zellen werden in sterile 1,5 ml Eppendorfgefilen zu je 500 ul portioniert
und bei —70°C kryokonserviert. Der Test erfolgt mit einem Aliquot der Bakteriensuspension

auf eine LB-Platte mit Antibiotika, die iber Nacht (ii.N.) inkubiert wird.
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C. Transformation von Bakterienzellen
Die Transformation der BL-21 E. coli erfolgte nach Hersteller-Protokoll (Stratagen) iiber

einen Hitzeschock. Fiir die Laborstimme RR1AM15 und DHS5a und fiir den BL-21 Stamm
wurden 70 ul tiefgefrorene, kompetente Zellen aufgetaut und mit 10 — 100 ng Plasmid-DNA
fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir die Transformation der
DNA fiir 2 min auf 42°C erwirmt, abgekiihlt und danach auf LB-Nihrplatten mit Antibiotika
ausplattiert. Vom Plasmid wurden 0,5 - 1,0 ug DNA verwendet.

D. Plasmid-Isolation aus E. coli
Das urspriingliche Methodenprotokoll zur Plasmidisolation aus Bakterien ist die Alkalische-

Lyse-Methode, beschrieben von Birnboim und Doly (1979). Die Plasmidisolation erfolgte
mit Qiagen-Plasmidisolation-Kits. Die Standard-Elution erfolgte mit Tris-HCI Puffer. Fiir

Sequenzanalysen wurde mit dH,O eluiert.

E. Plasmidisolation nach der Boiling-Methode
Die Grundlage der Boiling-Methode ist die alkalische Lyse. 1,5 ml einer stationédren E. coli-

Kultur wurden 1min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 350 pl Boilingpuffer resuspendiert, mit
25 ul Lysozymlosung versetzt und resuspendiert. Die Proben wurden 30 - 40 sec. bei 95°C im
Wasserbad gekocht und dann 10 min bei RT zentrifugiert. Das Pellet enthilt hochmolekulare
DNA und Zellwandbestandteile als Verunreinigungen. Der Uberstand enthilt die Plasmid-
DNA. Unter der Sterilbank wird der Uberstand in ein neues Reaktionsgefil iiberfiihrt. Ein
Test erfolgt mit 3 ul Plasmid-DNA auf einem Agarose-Gel.

Boiling-Puffer: 8 % Sucrose, 0,5 % Triton X100, 50 mM EDTA pHS,0, 10 mM
Tris / HCI pH 8,0.

Lysozymlosung: 10 mg Lysozym, 1 ml TE-Puffer.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA

F. Photometrische Messung der Nukleinsaurekonzentration
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte spektroskopisch mit einem UV /

Vis-Spektrophotometer der Fa. Zeiss bei einer Wellenldnge von 260 nm. Dabei entspricht
eine ODygo-Einheit (=Aj¢0) einer Menge von 50 pug / ml ss DNA und einer Menge von
40ug/ml ds DNA oder RNA.

G. Transformation von Hefen
Im Allgemeinen werden auf einer Stammkultur-Platte einzelne Hefekolonien mit einer

sterilen Impfose Zellen abgenommen und in 10ml eines Nihrsubstrates iibertragen. Die Zellen
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werden iiber Nacht auf einem Schiittler bei 28°C inkubiert. Alle Arbeiten fanden in der
Sterilbank statt. Die Transformation von Hefezellen wird nach der Methode von Ito et al.
1983 in der verdnderten Form nach Lauermann 1991 durchgefiihrt. Es wird eine Hefe-
Vorkultur in 20 ml YPGec-Néhrsubstrat angeimpft und iiber Nacht bei 28°C in einer
Klimakammer schiittelnd inkubiert. Als Hefekultur wurden fiir die Untersuchungen der
haploide pet492-Stamm und der diploide S3-Stamm verwendet. Am nichsten Tag werden die
Vorkulturen auf Dichte untersucht. Bei einer notwendigen Verdiinnung der Kultur wurden aus
der Vorkultur 2 ml in 18ml frisches YPGc-Niahrsubstrat gegeben und bei 28°C weiter
inkubiert, bis die Zellzahl bei ca. 1,7 x 107 Zellen / ml liegt. Die Zellzahl wird mit einem
Spektrophotometer gemessen, wobei die ODgy von 0,6 - 0,8 erreicht sein muss. Die

Hefezellen wurden fiir Transformationen verwendet.

1. Ausplattieren von Hefekulturen
Die  Transformationsansdtze  werden in  Reaktionsgefile  resuspendiert.  Die

Suspensionskulturen wurden mit einer Pipette aufgenommen, auf das Zentrum einer

Kulturplatte getropft und mit einem sterilen Drigalski-Spatel ausplattiert. Die

ura

Transformationsansitze werden als Nullkontrolle ohne DNA auf WA ™" Platten ausplattiert.

2. Lésungen fur die Transformation
1 M LiAc-Stammlosung.
50 % PEG-Stammlosung: 2,5 ml PEG 600, 2,5g PEG 4000, mit H,O auf 10 ml

auffiillen.
0,1 M LiAc: 2 ml LiAc-Stamml6sung; 18 ml H,O.
PEG-Lsg: 1 ml LiAc-Stammlsg, 8 ml 50 % PEG-Stammlsg.,

1 ml H,O oder (0,1 mM LiAc, 40 % PEG).

H. Kryokonservierung
1. Hefestamme
Wenn nach erfolgreicher Transformation nicht permanent im Labor mit den Hefezellen

gearbeitet wird, empfiehlt es sich, eine Bevorratungshaltung fiir die wertvollen
Transformanden anzulegen. Die Kryolagerung bewahrt die Zellen vor Kontamination und vor
Variabilitét bei stindiger Kultivierung in Dauerkulturen. Als Schutzsubstanz dient Glyzerin.
Es verhindert die Kristallbildung innerhalb und auflerhalb der Zellen, sowie die partielle
Dehydratation des Zytoplasmas. Von frischen Plattenkulturen werden mit einer sterilen
Impfose Hefezellen abgenommen. Die Hefezellen werden in Fliissigmedium tiberfiihrt und so
lange kultiviert, bis eine dichte Zellsuspension (1 x 10°) vorliegt. Die Hefen werden
zentrifugiert und das Zellpellet in 1 ml YPGc-Glyzerin-Ndhrsubstrat (Verhéltnis 1:1)
resuspendiert. Die Kulturen werden in beschrifteten Schraubreaktionsgefiden bei —70°C

eingefroren und gelagert.
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2. Bakterien
1 ml E. coli Zellen werden in LB-Nihrlosung angezogen und zentrifugiert. Die Zellen werden

danach in 0,85 ml LB Medium suspendiert. Fiir die Portionierung wurden 0,15 ml steriles 100
%%iges Glyzerin hinzugegeben. Die Endkonzentration der Glyzerin-Lsg. sollte bei 15 %
liegen. Die Bakteriensuspension wird in Reaktionsgefde mit Schraubdeckel bei —70°C

eingefroren.

|. Sporulation und Tetradenanalyse

Frisch transformierte Kulturen von diploiden Hefestimmen werden auf WA URA

Platten
kultiviert, mit einer sterilen Impfose auf eine Platte mit Sporulationsnidhrboden ausgestrichen
und bei 28°C kultiviert. Der verwendete Hefestamm S3 bendtigte mindestens 5 Tage fiir die
Sporulation. Fiir die Tetradenanalyse wurde ein Teil der sporulierten Zellen mit einer sterilen
Impfose in 100 ul sterilem H,O suspendiert, 5 ul Zymolyase 20T (2,5 mg / ml) hinzugegeben
und 8 - 10 min bei RT inkubiert. Die Zymolyase-Losung wird durch Zugabe von 1ml sterilem
H,O verdiinnt. Die Hefezellen werden fiir den Zeitraum der Auswertung in Eis aufbewahrt.
Fiir die manuelle Tetradenanalyse am Mikromanipulator wurde eine Menge von 17 ul aus der
Suspension entnommen, auf eine ebene WA™R* _ Platte getropft und als einzelne Spur iiber
die Platte verteilt. Danach erfolgte die Vereinzelung der Sporen mit dem Mikromanipulator
und die Kultivierung bei 28°C. Nach der Auskeimung wurden die genetischen Marker auf

verschiedenen Selektionsmedien getestet.

J. Mitochondrienisolation
1. Isolation aus Gewebe (20%iger Percoll-Gradient)
Das reine Gewebe wurde gewogen. Das Homogenisieren erfolgte im Morser oder im Potter.

Fiir die Gewinnung der Mitochondrien aus Gewebe wurde eine differentielle Zentrifugation
des Zellhomogenisats mit anschlieBender Gradientenzentrifugation in einem linearen Percoll-
Gradienten durchgefiihrt (Madden und Storrie 1987, Mickelson et al. 1980). Alle
Arbeitsschritte wurden bei 4°C oder im Kiihlraum vorgenommen. Die isolierte
Mitochondrienfraktionen wurden aufgeteilt, um sie unter reduzierenden und nicht-
reduzierenden Bedingungen zu testen. Fiir die Lagerung wurden die Proben bei 50 - 60°C

inkubiert und bei —70°C eingefroren.

Isopuffer: 250 mM Sucrose, 50 mM Tris, pH 7,2; 0,1 % BSA; 100 mM EGTA fiir
1 Liter.
ZellaufschluB: Zugabe von 100 mM PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid).
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2. Isolation aus Hefe (Methode mit Glasperlen)
Die urspriingliche Methode stammt von Pratje und Michaelis (1977). Die

Mitochondrienisolation wurde bei 4°C durchgefiihrt. Die Hefezellen wurden durch
Zentrifugation geerntet. Das Pellet wurde in 0,5ml MTE suspendiert, in Schraub-
Reaktionsgefidl gegeben und mit 0,4 ml Glasperlen @0,45 mm versehen. Der Aufschlufl
erfolgte im Braun-Homogenisator. Die Suspension wurde mit 1 ml MTE aus den Glasperlen
gewaschen, gesammelt niedrigtourig und dann 15 min hochtourig bei 18.000 rpm
zentrifugiert. Die pelletierten Rohmitochondrien wurden mit 100 ul MTE portionsweise
resuspendiert und bei —-20°C aufbewahrt. Fiir Western-Blot Analysen wurde von der
Mitochondrienfraktion 5 pl mit Probenpuffer gemischt, 5 min bei 95°C inkubiert und
verwendet oder bei —20°C gelagert.

MTE (pH7,2): 0,6 M Mannit, 25 mM Tris, 1 mM EDTA und 1 mM PMSF.
Stammlosung: 100 mM PMSF in Ethanol wird frisch hergestellt oder alternativ eine Y2
Tablette Protease-Inhibitor-Mix Complete™ (Boehringer) in 15 ml MTE verwendet.

K. Fallungsmethoden

1. Ethanol-Chloroform-Methode fiir DNA
Fir DNA-Fillungen mit FragmentgroBen unter 100 bp wurde in den Untersuchungen die

Ethanol-Chloroform-Methode verwendet. Das Verfahren eliminiert Verunreinigungen der
DNA. Dabei wurde wie folgt vorgegangen: Das Volumen im Reaktionsgefdl wird bestimmt
und 10 % einer 3M-Natriumacetat-Losung mit einer Endkonzentration von 300 mM
hinzugegeben. Es folgt die Zugabe von 100 — 200 pul Chloroform, die mit der Pipette gut
gemischt werden. Zentrifugation bis zur Ausbildung einer Phasengrenze, der Uberstand
enthdlt die DNA. Die DNA wird mit der Pipette abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefil} pipetiert. Das Volumen wird bestimmt. Jetzt wird die 2,5fache Menge —20°C
kaltes und reines Ethanol hinzugegeben und S5min zentrifugiert bei maximaler
Geschwindigkeit in der Tischzentrifuge. Das Pellet wird mit 100 pl 70 %igem Ethanol
gewaschen, erneut zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wird getrocknet,
bis die DNA als glasiges Pellet erkennbar ist. Fiir anschlieBende Restriktionsansitze wird
90ul bidestiliertes Wasser hinzugegeben und die DNA bei 60°C gelost. Die DNA wird

weiterverarbeitet oder bei —20°C gelagert.

2. Trichloressigséaure (TCA)-Fallung flir Proteine
Zu 1 ml Zellkulturiiberstand wird 150 ml NaOH / B-ME hinzugegeben. Die Mischung wird

2 — 3 x invertiert und 10 min auf Eis gestellt. Es werden 150 ul einer 50 %igen TCA-Losung
hinzugegeben und gemischt (Endkonzentration der TCA-Lsung von 5 — 6 %). Zentrifugation

fiir 2 min bei 14.000 rpm. Der Uberstand wird abgenommen und verworfen. Das Pellet wird
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2-3 x mit je 1 - 1,5 ml kaltem Aceton gewaschen und erneut fiir 2 min bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wird im Exsikkator unter Vakuum getrocknet. Die Grof3e des Pellets
wird beurteilt und mit 50 ul 0,1 M NaOH resuspendiert. Die Proteine werden in 10 pl 5 x
Probenpuffer gelost. Fiir die Lagerung wird fiir 5 min bei 60°C inkubiert und zentrifugiert.

Die Proben werden fiir die Western-Analyse bei —20°C aufbewahrt.
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Molekularbiologische Methoden

A. Zellfreie DNA-Vermehrung (in vitro-Amplifikation von DNA)
Mittels der PCR-Technik wurden im Thermozykler verschiedene Genkonstrukte hergestellt.

Als Matrize wurde die WT-ERVI und -ALR verwendet. Die PCR-Produkte wurden mittels
Gelelektrophorese aufgereinigt, die ermittelten Banden aus dem Gel eluiert und mit
entsprechenden Restriktionsenzymen angedaut. Die DNA wurde in die entsprechenden
restringierten Vektoren ligiert und fiir Standardanwendungen in den Laborstamm RR1AMI15
transformiert. Nach Plasmidisolierung und Transformation dienten sie in Hefe fiir die

Tetraden- und bei den Zellkulturen fiir die Transfektionsanalysen.

B. Modifikation von PCR-Produkten

1. Einfihrung von Restriktionsschnittstellen (Ndnl — Hindlll).

2. Herstellung der Fusionskonstrukte: ALR-GFP
Herstellung des Volllingenkonstruktes und der N-terminal-deletierten ALR-GFP
Konstrukte im pEGFP-N1-Plasmid fiir die Transfektion in Zellkulturen. Mit zusitzlicher
Restriktionsschnittstelle EcoRI und Ribosomenbindungsstelle.

3. Herstellung der Importsequenz von ALR.
Herstellung des N-ALR-GFP Konstruktes im pEGFP-N1-Plasmid.

4. Herstellung der nativen ALR-DNA mit STOP-Sequenz fiir
Expressionsuntersuchungen.
Mit STOP und EcoRI Schnittstelle im pEGFP-N1.
Alle Primer sind im Materialteil in der Tabelle § aufgefiihrt.

C. in vitro Mutagenese
Um die Beziehung zwischen Struktur und molekularem Mechanismus im ERVI-Protein zu

untersuchen wurden gezielt Punktmutationen in das WT-ERVI eingefiihrt. Durch die
Mutation im Gen wurde ein Cystein gegen ein Serin im Protein ausgetauscht. Die PCR-
Mutagenese des Inserts erfolgte mit den Komponenten der Fa. TaKaRa.

Herstellung von Punktmutationen
Anwendung fiir C133S im pUC19-Vektor und fiir C33S im pET24a(+)-Vektor.

1. ERV1-C133S-Mutante
Fiir die C133S-Mutante wurden die Primer: 6a und 6b verwendet. Die entstandenen Klone

wurden durch Sequenzanalysen kontrolliert. Es folgte eine PCR, die zwei zusitzliche
terminale Schnittstellen in die Sequenz einfiihrte: Ndel und Xhol. Die Expression erfolgte im
optimierten pET24a(+) / BL21-System. Der Vektor und das Insert wurden HindIII-Xhol
restringiert und mit T4-DNA-Ligase ligiert. Die Transformanden des Laborstamms

RR1AM15 wurden durch Restrinktion (Ndel-Xhol) tiberpriift.
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10 U/ pl)

Ansatz Thermozykler-Programm

67,5 ul dH,O 10min 95°C 1x
10 ul 10 x Reaktions-Puffer 30sec. 95°C

8 ul  dNTP-Mix (10 mM) 60sec. 40°C 3x
12 ul MgCl, (25 mM) 4min 70°C
0,5 ul BSA (Rinderserum Albumin, 20 mg /ml) | 30sec. 95°C

1 ul  Template (0,1pg) 30sec. 46°C 27x
2 ul  Primer fiir Ndel/Xhol (5pmol/ul) 4min 70°C

1 ul Taq-DNA-Polymerase (Fermentas, Smin 70°C 1x

2. ERV1-C33S-Mutante

Fiir die C33S-Mutante wurde die Primer 5a und 5b verwendet.

Tab. 13: Daten fiir die PCR

Ansatz Thermozykler-Programm

78 ul  dH,0O S min 94°C 1x
10 ul 10 x Reaktions-Puffer 4 min 94°C

8 ul dNTP-Mix (10 mM) 2 min 50°C 3x
2 min 72°C
1 min 94°C

1 ul Template (0,1 pg) 2 min 56°C 27x
2 ul je Primer fiir Ndel / Xhol (5 pmol /ul) |1 min 72°C

0,5 pl TaKaRa-Polymerase (5 U / ul) S min 72°C 1x

Das PCR-Produkt wurde mit dem QIAquick PCR Purifikation Kit von Qiagen gereinigt und

in 50ul EB-Puffer eluiert.

3. ERV1-C30/33S-Doppelmutante
Tab. 14: Daten fiir die Primer Phosphorylierung und fiir die PCR.

Primer Phosphorylieren Ansatz Thermozykler-Programm
10 pul Primer (100 pmol / ul) |Primer: 7a, Tm 68°C |4 min 95°C Ix
5b, Tm 61°C

5 ul dH,O 78 ul  dH,O 30 sec 94°C

2 ul 10 x Reaktionspuffer 10 ul 10 x PCR-Puffer 60 sec 51°C 3x

2 ul 100 mM ATP 8ul dNTP (2,5 mM) 4 min 70°C

1 ul Polynukleotid-Kinase 1 ul Plasmid (0,1 ug) 30 sec 94°C

(3 U /ul) pET24a(+):C33S-9 30 sec 56°C 27x

Fiir 1 h bei 37°C inkubieren. 4 min 70°C
Der Ansatz wird 1 : 10 5 min 70°C 1x
verdiinnt fiir die Anwendung
mit Zugabe von 180 ul H,O.
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D. Standard-Labortechniken fur DNA
1. Nachweis von amplifizierter DNA
Der Nachweis der amplifizierten DNA wurde in Agarosegelen vorgenommen. Die DNA

wurde auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und in
Beisein von EtBr unter UV-Licht (366 nm) lokalisiert. Mit einem Skalpell wurde die
ermittelte Bande herausgeschnitten und mit QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit (Qiagen,
Hilden) nach Herstellervorschrift isoliert. NA-Konzentration: zwischen 0,5 — 1,0 ug / ul.

Agarosegel: 1 % Agarose in 0,5 x TBE
EtBr (5mg/l)
85V, 30 — 60 min Laufzeit.
TBE 45 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM EDTA; 8 % Saccharose; 5 % Triton X-100.
Probenpuffer: 445 mM Tris-Borat, pH 8,3; 10 mM EDTA; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau;
0,25 % (w/v) Xylencyanol; 50 % (v/v) Glyzerin.
Als Standard wurde fiir alle Gelldufe ein Lidngenstandard verwendet: Lambda

DNA/EcoRI+Hindlll Marker 3 der Fa. MBI Fermentas mit einer Konzentration von 0,5 mg
DNA / ml. Von der Arbeitslosung wurden 5 pl DNA-Marker verwendet.

2. Restriktionsenzyme und Methoden
Die Restriktionsenzyme, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, sind in den Katalogen der

Hersteller Firmen: MBI Fermentas, BioLabs und Boehringer Mannheim aufgefiihrt. Ndhere
Angaben zu den einzelnen Enzymen sind dort nachzulesen. Standardrestriktionen wurden

unter Herstellerangaben durchgefiihrt.

3. Ligierung von DNA in Vektoren
Das molare Verhiltnis Vektor-DNA zu klonierter DNA (Insert) lag fiir Standardansitze

zwischen 1 : 1 bis 1 : 3. Die Vektoren wurden 5 -dephosphoryliert. Bei einer Ligierung von
DNA mit nicht-komparablen Enden war keine 5°-Dephosphorylierung notig. Im Allgemeinen
sind fiir die Ligationen die Protokolle der Hersteller verwendet worden. Der Ligations-Ansatz
wurde 1 : 10 verdiinnt und anschlieBend wurde mit T4-DNA-Ligase (Roche) fiir 4 h bei RT
oder ii.N. bei 14°C ligiert. Am nédchsten Morgen wurde mit dem Laborstamm RR1AMI15
transformiert und auf LBy,ns0-Platten ausplattiert. Die erhaltenen Klone wurden in LByg,-
Niéhrsubstrat angeimpft, die Plasmide isoliert und einer Testrestriktion unterzogen (Ndel-
Xhol). Bei erfolgreichem Test wurde erneut eine ausreichende Menge des Plasmides aus den
Suspensionskulturen gewonnen. Fiir die Expression des Enzyms wurde das Plasmid in den
BL21-Stamm transformiert. Fiir die genetischen Untersuchungen in der Hefe wurde in den

YEp352-pADH-Vektor umkloniert und in die Hefestimme pet492 und S3 transformiert.
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a) ngatlon der Cystein-Mutanten
Ligation gemischter Enden fiir Vektor / klonierter DNA:

9ul
3ul
2ul
4ul
1-2ul
1ul

Vektor
Insert
10 x Lig.-puffer
50 % PEG 4000
dH,O
T4-Ligase (Fermentas); 4 h bei RT.

Fiir den Vektor wurde die Eigenligationsrate getestet. Bei nicht kompatiblen DNA-Enden darf

keine Religation des Vektors mit sich selber erfolgen. Die Ligation wurden entweder fiir 5 h

bei RT durchgefiihrt oder alternativ wurde zuerst 4 — 5 h bei RT und dann i.N. bei 14 - 16°C

inkubiert. Vor einer Transformation des Plasmides in kompetente Bakterien wurde der Ansatz

fiinffach verdunnt.

b) ngatlon der Cystein-Doppelmutanten
Fir die C30/33S-Doppelmutante wurde der pET24a(+)-Vektor mit C33S-Insert
mutagenisiert. Es wurden Standard-Ligationen verwendet.

Fiir die Cystein-Doppelmutanten: C30S-C130S, C30S-C176S, C30S-C159S wurde die
Ligation, wie unter 3a beschrieben, verwendet.

¢) Primer-Phosphorylierung
Die Primer wurden auf eine Arbeitskonzentration von 10 pmol Primer pro ul eingestellt. Fiir

einen 20 ul Ansatz wurde wie folgt pipettiert: 5 ml dH,O, 200 pmol Primer, 2 ul 10 x
Phosphorylierungspuffer, 10 mM ATP und 1 pl Polynukleotid-Kinase (10 U). Der Ansatz
wurde 1 h bei 37°C inkubiert und mit H,0 verdiinnt.

4. Test der DNA-Konstrukte
Mit verschiedenen Restriktionsschnitten wurden die Inserts fiir ERVI und ALR in den
Plasmiden getestet:

Restriktionsschnitte fiir EcoRI und BamHI.:

Restriktionsschnitte fiir EcoRI

Restriktionsschnitt fiir BamHI — BglIl
Restriktionsschnitt fiir Xba-Smal
Restriktionsschnitt fiir EcoRI — HindIII
Test der richtigen Mutation in ERVI:

Munl — Xhol (227bp) fiir C130S

Nrul — Munl (386bp) fiir C30S-C130S
Nrul — Cfr13 (470bp) fiir C30S-C159S
Nrul — PfIMI (524bp) fiir C30S-C176S

ALR-GFP-Fusionsgen

ERVI-Test

YEpC33S und -C133S

ERVI-Orientierung

Fragment Test, Umklonierung
pUC-Vektor fiir ERVI-Insert Test
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5. Agarose-Gelelektrophorese
Zur Detektion von gelelektrophoretisch getrennten DNA-Proben wurde die Ethidiumbromid-

Farbung verwendet. Ethidiumbromid interkaliert zwischen den Basen der Nukleinsduren. Der
DNA-EtBr-Komplex wird nach Anregung mit UV-Licht (254 nm, 302 nm oder 366 nm) im
sichtbaren Bereich (zw. 500 — 590 nm) als rot-orange leuchtende Bande erkennbar.

EtBr: 5 mg/ml Stammlsg..
In die Gellaufkammer werden vor jedem Lauf 5 ul EtBr zum TBE-Puffer gegeben.

6. Elution von DNA aus Agarosegelen
Fiir die Gewinnung von DNA-Fragmenten nach erfolgter Gelelektrophorese aus Agarosegelen

wurde im Labor ein Kit der Fa. Qiagen verwendet (QIAquick PCR Purification Kit). Die
Methode basiert auf Adsorption von DNA an Glasmilch (Vogelstein und Gillespie, 1979).

Das ist ein Anionen-Austauschermaterial auf Silikagel-Basis.

E. Sequenzierung von Plasmid-DNA
1. Modifizierte DNA-Isolation flir die Sequenzierung
Fir Standardanwendungen erfolgte die Plasmidisolation nach dem Protokoll des

Plasmidisolations-Kit von Qiagen. Fiir die Sequenzanalysen wurden die Plasmide mit dH,O

eluiert und gelagert. Die DNA-Konzentration lag fiir die Sequenzierung bei 0,5 pg / pl.

2. Sequenzierung von DNA
Die transformierten Mutagenese-PCR-Produkte wurden nach erfolgter Plasmidisolation einer

Testrestriktion unterzogen. Klone mit identischem Schnittmuster wurden ausfindig gemacht,
fir die Sequenzierung 1:10 verdiinnt und zu der Firma MWG-Biotech geschickt. Die
Sequenzierung erfolgte fiir die ERVI-DNA im pUCI19-Vektor mit T7-Promotor und fiir den
pET24a(+)-Vektor mit ERVI-DNA mit dem M13-Promotor. Die Sequenzergebnisse wurden
ausgewertet und iberpriift. Die korrekten Klone fiir die weiteren Untersuchungen wurden

vorbereitet und verwendet.

F. Klonierung der ERV1-Mutanten fir die Arbeiten mit Hefe

1. Klonierung der Punktmutanten C30S, C33S, C130S, C133S, C159S und
C1768S in Vektoren mit niedriger und hoher Kopienzahl.
Die Punktmutanten von ERVI im pET24a(+) wurden fiir
- den YEp352-pADH-Vektor (hohe Kopienzahl) zur Umklonierung
Xba-Smal restringiert.
die Klonierung in den pRS416-Vektor (niedrige Kopienzahl) folgendermal3en
geschnitten:
fiir C30S: BfrI(BspT1)-Bglll
fiir C130S: Bg/II - Xhol
fiir C159S und C176S: Bgl/1I - Xhol.
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2. Herstellen von Doppelmutanten im pRS419-Vektor fiir C30S, C130S, C159S
und C176S.

Es wurden mogliche Schnittstellen in der ERVI-Sequenz gesucht, die eine Klonierung
moglich machten. Die Genbereiche wurden geschnitten und neu kombiniert.

Fiir die C30S-C130S-Mutante wurden aus den Plasmiden pRS416:ERVIC30S und
pET24a(+):ERVIC130S die Fragmente entnommen.

Fir die Herstellung der C30S-C159S-Mutante wurde aus den Plasmiden
pRS416:ERVIC30S und pET24a(+):ERVICI159S die Fragmente entnommen.

Fiir die C30S-C176S-Mutante wurden aus den Plasmiden pRS416:ERVIC30S und
pET24a(+):ERVIC176S die Fragmente entnommen.

3. Herstellung der C30/33S-Doppelmutante in ERV1
Die Herstellung der Doppelmutante erfolgte durch PCR mit speziellen Primern. Als Vorlage

wurde das Plasmid pET24a(+) mit C33S-Insert verwendet. Die Primer sind in der Tabelle 5

aufgelistet.
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Proteinbiochemische Methoden

A. Einengen von Proteinldsungen
Mit VIVASPIN-R6hrchen der Fa. Vivascience wurde das Protein-Probenvolumen eingeengt.

Die Methode stellt eine Ultrafiltration iiber eine Membran dar. Hierfiir wurden Vivaspin 2
Rohrchen verwendet (5,000 MWCO PES). Das eingesetzte Probenvolumen musste zwischen
500 — 2000 pl liegen und konnte max. auf 100ul eingeengt werden. Verwendet wurde eine

Sorval-Zentrifuge bei 5000 rpm.

B. Herstellung von Proteinextrakien
1. Gesamtproteinextrakte aus Geweben
200 mg Gewebe wurden in ein Reaktionsgefil gegeben, dass eine Prise Seesand enthielt. Es

folgt die Zugabe von 200 ul 0,1 M NaOH. Mit einem Minipotter wurde das Gewebe
aufgeschlossen und anschlieBend homogenisiert. Es folgte eine Zentrifugation fiir 2 min bei
14.000 rpm, um die schweren Bestandteile zu entfernen. Der Uberstand enthilt die 16slichen
Bestandteile. Vom Uberstand werden ca. 200 ul abgenommen und mit der entsprechenden
Menge 5 x Protein-Probepuffer versehen. Die Losung wird fiir 5 min bei 60°C inkubiert und

fiir die Western-Analyse bei —20°C aufbewahrt.

2. Gesamtproteinextrakte aus Zellen
Die Zellen werden von den Kulturplatten durch Zugabe von 500 ul Trypsinlosung und fiir 4

min bei 37°C inkubiert. Die Zellen 16sen sich vom Untergrund ab und werden in vorbereitete
Reaktionsgefi3e iiberfiithrt. Durch Zugabe von 50 ul NBCS wird der enzymatische Verdau
gestoppt. Die Reaktionsgefde werden fiir 2 min bei 5000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Zum Zellpellet werden 50 — 100 ul nichtreduzierender Protein-
Probenpuffer hinzugegeben. Die Zellen werden fiir Smin bei 60°C erhitzt, resuspendiert und

fiir spatere Versuche bei —70°C eingefroren.

C. Proteinexpression
1. Expression von Proteinen in E. coli
Nach der Anzucht des BL21-Expressionsstamms wurde durch Zugabe von IPTG

(Endkonzentration von 0,4 mM) die Proteinexpression des His-Tag Proteins induziert. Um
eine Limitierung von FAD wihrend der starken Expression des FAD-bindenden Proteins
auszuschliefen, wurde der Kultur eine FAD Endkonzentration von 1pg/ml hinzugegeben. Die
Expression erfolgte im Schiittler bei 37°C fiir 3 h. Danach konnten die Zellen mit 8000 rpm

bei 4°C geerntet werden.
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2. Isolation I6slicher Proteine aus E. coli
Das Ernten der Zellen erfolgt identisch wie bei den Hefen. Der ZellaufschluB3 der E. coli

Zellen erfolgte in der French Press. Die geernteten Zellen wurden in Lysis-Puffer
resuspendiert und die Zellsuspension in der Kammer einer French Press mehrmals (3 x) einem
Druckunterschied ausgesetzt. AnschlieBend konnten die lysierten Zellen bei 18000 rpm fiir 10
min zentrifugiert werden. Der Uberstand wurde fiir die Aufreinigung des 6 x His-Tag Proteins
mit Nickel-Aggarose versetzt. Der Uberstand wurde in ein 50 ml Rohrchen iiberfiihrt. Es
wurde 2 ml NiNTA hinzugegeben und 2h auf einem Kippschiittler bei 4°C inkubiert. Die
Suspension wurde iiber einer Glasfritte 2x mit Waschpuffer gewaschen und in eine Séule
tiberfithrt, gewaschen und eluiert. Das Eluat wird in Reaktionsgefile aufgefangen, mit
Stickstoff iiberdeckt und bei 4°C gelagert.

Lysis-Puffer: 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0. Einsatz von 10 ml
Lysis-Puffer je 1 L-Bakterienkultur.

3. Aufreinigung von His-Tag-markierten Proteinen aus Hefe
Hefemutante werden ii.N. in 100 ml Vollmedium bei 28°C vermehrt. Die Vorkultur wird am

nichsten Tag in einen 2 1 Kolben Vollmedium iiberfiihrt und .N. bei 36°C kultiviert.
Isolation der Hefeproteine (alle Arbeitsschritte bei 4°C): Das Ernten der Zellen erfolgt in der
Zentrifuge bei 5000 — 7000 U / min fiir 10 min. Die Zellen werden in 30 ml Lysispuffer
resuspendiert. Der Zellaufschluf} erfolgt durch French Press: 3 x bei ca. 1000 bar. Das Lysat
wird mit 2 % Triton-X-100 versetzt und fiir 20min bei 20.000 U / min zentrifugiert. Der klare
Uberstand wird abgenommen und auf Eis gestellt. Die Reinigung des markierten Proteins
erfolgt iiber eine Sdule. Es wird ca. 1 ml NiNTA Agarose (Qiagen) vorgelegt und mit
Waschpuffer durchgespiilt. Die eingesetzte Menge richtet sich nach Herstellerangaben. Der
Hefeextrakt wird luftblasenfrei in die Sédule gegeben. Nach Durchlauf des Hefeextraktes wird
mit Waschpuffer gespiilt. Das Losen des Proteins von der Nickel-Agarose erfolgt mit 1ml
Elutionspuffer. Das Eluat wird in Reaktiongefid3en aufgefangen und bei 4°C gelagert.

Waschpuffer: 50 mM NaH;PQO4, 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0.
Elutionspuffer: 50 mM NaH;PO4, 300 mM NacCl, 300 mM Imidazol, pH 8,0.
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D. Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Konzentrationsbestimmung fiir die untersuchten Proteine Alrp und Ervp-6 x His erfolgte

mit Hilfe des UV / VIS-Spektrophotometers anhand der Konzentrationsbestimmung des
gebundenen FAD bei einer Wellenldnge von 460 nm. ODyey (FAD) = 0,1 g« entspricht 10

uM FAD (Molarer Extinktionskoeffizient Egap= 10 mM - cm™! bei 460 nm) und entspricht 10

mM Ervip. Aus den gewonnenen Proteinextrakten wurde der Gesamtproteingehalt (ug / pl)

und die Menge des aktiv gebundenen Proteins mit FAD ermittelt.

1. Gesamtproteinbestimmung nach Bradford
Das Protokoll fiir die Gesamtproteinbestimmung nach Bradford wurde nach

Herstellerangaben (bio-rad) befolgt. Fiir die Eichkurve wurde ein BSE-Standard verwendet
(Die Stammlsg. 20 mg / ml wurde 1 : 100 verdiinnt). Die Proteinextrakte wurden 1 : 1000
verdiinnt und doppelt bis dreifach Bestimmt. Als Vergleich dienten die beiden Wildtyp-
Proteine 1.Ervlp und 2.Erv1p. Die Messungen erfolgten bei einer OD von 595 nm.

2. Gesamtproteinbestimmung nach Biuret
Das Protokoll fiir die Gesamtproteinbestimmung nach Biuret wurde nach Herstellerangaben

befolgt. Die Eichkurve wurde mit BSA erstellt (Stammlsg. 10 mg / ml). Die Proteinextrakte
wurden zur Messung auf 50 ug Proteingehalt eingestellt. Die Proteinkonzentration wurde im

Photospektrometer bei einer OD von 546 nm bestimmit.

3. Proteinbestimmung des aktiven FAD-gebundenen Proteins
Fir den Anteil des aktiv gebundenen FAD der Proteine wurden alle Proteinextrakte auf

gleiche Konzentration eingestellt. Die Proteinlésungen wurden photospektrometrisch

gemessen bei einer OD von 460 nm.

E. in vitro-Analysen: Sulfhydryloxidasetest
Das Protokoll fiir den Sulfhydryloxidase-Test erfolgt nach Anweisungen unserer

Arbeitsgruppe (Hofhaus und Lisowsky 2002) und in der Auswertung nach der Literatur
(Riddles et al. 1983). Das Enzym und das Substrat wurden in 100 ul Messpuffer inkubiert.
Das Nachweisreagenz besteht aus 800 ul Messpuffer und 100 pl DNTB Losung. Zum
Nachweis wurden je 100 ul Ansatz zu der Nachweislosung gegeben, 30 sec. inkubiert und
gemessen. Die Farbreagenz DNTB (Carboxynitrophenyldisulfid, Ellmans-Reagent) wird
frisch angesetzt und in einer Losung von 4 mg / 10 ml (10 mM) verwendet. Die
spektrophotometrischen Messungen erfolgten bei 28°C mit einer OD von 412 nm iiber einen

Zeitraum von 5 — 25 min. Die Mutantenproteine wurden 1 : 50 verdiinnt. Bei den gemessenen



34

Proteinproben wurde die Hemmung in der Aktivitdt der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-
Protein in Prozent angegeben. Es wurden verschiedene mogliche Substrate gemessen. Nach
der Anzahl der vorhandenen und zugénglichen Cysteine des Substrates muss die Menge an
Protein so gewdhlt werden, dass eine Extinktion von 100 mE nach Zugabe des Farbreagenz
entsteht. Die getesteten Substrate sind im Ergebnisteil aufgefiihrt. Sie wurden mit einer
Endkonzentration von Smmol verwendet.

Messpuffer: 100 mM Natriumhydrogenphosphat, | mM EDTA, 2 M Harnstoff, pH 7,5.

F. in vitro-Analysen: Dimerisierungstests
1. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)
Die Proteine wurden aus Gesamtproteinextrakten mittels Gelelektrophorese nach ihrer Grofle

aufgetrennt. Das erfolgte mit Fertiggelen des NuPAGE Elektrophorese-Systems von
INVITROGEN. Es wurden 4 - 12 9% Bis-Tris Gradientengele verwendet. Die
Gelelektrophorese wurde mit MES-Laufpuffer bei 200 V fiir 45 — 50 min durchgefiihrt. Der
Auftrag der Proteinproben erfolgte in SDS-Probenpuffer, bei reduzierten Proben mit Zusatz
von B-ME oder DTT mit einer Endkonzentration fiir DTT von 1 mM und fiir 3-ME von 5 — 20
mM. Fiir Gesamtextrakte musste eine Menge zw. 10 — 50 pg Protein je Probenspur
aufgetragen werden. Fiir die Gesamtproteinextrakte aus regenerierendem Lebermaterial

wurden 30 ug Protein aufgetragen.

Probenpuffer(4x): 0,8g SDS; 2,0 ml Glyzerin; 4,0 ml 1M Tris-Acetat, pH6,8; 1,0 ml 0,1M
EDTA. Auffiillen auf 10 ml und Zugabe von wenig Bromphenolblau.

2. Transfer von Proteinen auf Membranen (Western-Analysen)
Unmittelbar nach der Gelelektrophorese der Proteinproben erfolgt der Transfer der getrennten

Proteine auf eine proteinbindende Membran. Das erfolgt mit Hilfe des NuPAGE-System im
Transfer Modul der Fa. INVITROGEN bei 25 V fiir 2 h. Die eingesetzte Transfermembran
war Nitrocellulose (NC, mit 0,2 um PorengroB3e der Fa Schleicher und Schull, #10401396)
oder PVDF (mit 0,45 pm PorengroBe der Fa. Millipore, #IPVH00010).

Transferpuffer: 25 mM Bicine; 25 mM Bis-Tris; 20,5 mM EDTA; pH 7.2
Zugabe von 10 % Methanol fiir ein-Gel Transfers; fiir zwei-Gel
Transfers 20 %ig.. 4,08 g Bicine, 5,23 g Bis/Tris; 0,29 ¢ EDTA; 10 mM
DTT; 200 ml Methanol; pH 8,3 add. auf 1000 ml H,O.
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3. Farbung der transferierten Proteine (Ponceau S Farbung)
Die Effizienz des Transfervorgangs kann mit Hilfe von Fiarbereagenzien, die generell Proteine

anfarben, jedoch nicht mit den nachfolgenden Nachweisverfahren interferieren, iiberpriift
werden: Die Membran wird beschriftet und auf notwendige Grofle zurecht geschnitten. Die
transferierten Proteine auf der NC oder PVDF-Membran werden mit einer Ponceau S Féarbung
sichtbar gemacht. Die Membran wird dazu kurz in der Firbelosung inkubiert und
anschlieBend die {iberschiissige Firbelosung mit Leitungswasser abgewaschen. Die
Proteinbanden sind rot gefarbt und konnen zur Dokumentation mittels eines Computerscans
digitalisiert dargestellt werden. Die Firbelosung wird durch mehrmaliges waschen mit PBS-
Tween wieder entfernt. Evt. Reste verschwinden beim Absittigen der Membran.

Ponceau S Firbelosung: 0,2 % Ponceau S; 3,0 % TCA (Trichloressigsdure); 3,0 %
Sulfosalicylsdure in dH,O

PBSTw: 1 x PBS mit 0,05 % (v/v) Tween-20.

PBS (10x) 82,3 g Na,HPOy; 23,5 g NaH,PO, x H,0; 40,0 g NaCl
ad. 1000 ml H,O; pH 7,4.

4. Immunologischer Nachweis von Proteinen (indirekter Nachweis)
Fiir die Antikérperbindung wurde die Membran 2 x 5 min in PBSTw gewaschen und dann fiir

1 h in Blocking Puffer vorinkubiert, um iiberschiissige Proteinbindungsstellen der Membran
abzusittigen und eine unspezifische Bindung der Nachweisreagenzien zu verhindern. Fiir die
Bindung des Primir-Antikorpers an die transferierten Proteine wird in frischem Blocking-
Puffer der Primérantikorper in der Arbeitsverdiinnung gelost und die Membran iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Die Membran wird 3 x 5min in PBSTw gewaschen und anschlieend fiir die
Sekundér-Antikorperbindung mit frischem Blocking-Puffer und Sekundérantikorper fiir 1 h
bei RT inkubiert.

Blocking Puffer: 1 x PBS mit 0,2 % I-Block; 0,1 % Tween-20; 4 % Magermilchpulver.

5. Chemilumineszens-Reaktion und indirekte Visualisierung der Proteine
Der Nachweis der Proteine auf der Membran erfolgt mit dem Serva Western-Light

Chemiluminescent Detection System: Die mit den Antikérpern behandelte Membran wurde
fiir 2 x 2 min in Assay Puffer geschwenkt, um die Alkalische Phosphatase zu aktivieren, die
einen pH von 9 - 10 bendtigt. AnschlieBend wird die Membran mit einer Losung versehen,
bestehend aus 1 ml CSPD ready-to-use Losung (TROPIX) und 50 pl Nitro-Block II Losung
(TROPIX) und 5 min im Dunkeln inkubiert. Uberschiissiges CSPD wird entfernt und die NC-
Membran luftblasenfrei in eine Rontgenfilmentwicklungsfolie gelegt. Die alkalische
Phosphatase des sekundédren Antikorpers katalysiert die Dephosphorylierung von CSPD zu
CSD’. CSD' ist ein Licht emittierendes Produkt, das am Ort seiner Entstehung Licht ausstrahlt
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und so die Position der Nachweisreagenzien sichtbar macht. Dokumentiert werden die Signale

bei der Chemilumineszenz durch Exposition auf einen Rontgenfilm.

Assay Puffer: 20 mM Tris; ImM MgCl,; pH 9.6

Rontgenfilme Kodak X-OMAT, XAR-5, Fa. Sigma F-5253
AGFA, CRONEX 5 100NIF , B4364

Development Folder Fa. TROPIX Cat.Nr.: XF 030.

6. Losen der Antikérper von NC-Membranen
Die Membran wird mit PBS gespiilt. 30 min mit einer Glyzerin-Lsg behandeln, gewaschen

und wieder 30 min mit der Glyzerin-Lsg. behandelt. Danach wird mit PBS gewaschen, bis ein

neutraler pH-Wert vorliegt. 0,2 M Glyzerin, | mM EGTA, pH 2.5.
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Zellkulturtechniken

A. Kultivierung der Zelllinien
1. Aligemeine Zellkulturbedingungen
Primérkulturen wurden nach der Priparation fiir max. eine Woche kultiviert. In dieser Zeit

wurden die Untersuchungen an ihnen vorgenommen. Fiir die Transfektionsanalysen wurden
unbeschichtete Platten verwendet, um die Proteine ohne Kollagenriickstinde isolieren zu
konnen. Die Zellen fiir die Untersuchungen befanden sich im Zustand der logarithmischen

Phase.

2. Nahrmedien und Kulturbedingungen
Fir die Kultivierung der verschiedenen Zelllinien wurde das Zellkulturmedium fiir

adhaerierende Monolayer verwendet. Dulbeccos modifiziertes Eagles Medium (DMEM) mit
Zusatz von 5 % fotalem Kilberserum (FCS) und 1% einer Penicillin / Streptomycin /
Kanamycin-Lsg. (GISCO). Die Kultivierung erfolgte in 10 cm Kulturplatten mit 10 ml
DMEM-Medium im Brutschrank bei 37°C und einer Atmosphére von 5 % CO,. Verbrauchtes
Medium wurde nach ca. 2-3 Tagen gewechselt, um den Zellen gleichbleibende
Nihrstoffversorgung zu bieten und die anfallenden Stoffwechselschlacken zu entfernen. Unter
den speziellen Bedingungen der Kultivierung ist es notig, die zu einem dichten Monolayer
gewachsenen Zellen in regelmifligen Abstinden zu teilen und das Konfluent werden der
Zellen zu verhindern. Um die Zellen in der logarithmischen Wachstumphase zu halten,
werden die adhirenten Zellen auf eine Zellzahl von 10* Zellen verdiinnt und auf eine neue
Kulturplatte ausplattiert. Hierzu wird das Kulturmedium entfernt und 5 ml einer 0,5 x
Trypsin/EDTA-Lsg. hinzugegeben. Wihrend einer vierminiitigen Inkubation bei 37°C 16sen
sich die Zellen vom Untergrund ab. Die enzymatische Reaktion wird durch Zugabe von 500
ul New Born Calf Serum (NBCS) gestoppt, die Zellen geerntet und bei 1100 rpm fiir 4 min
zentrifugiert. Das Zellpellet wird in Kulturmedium resuspendiert, auf eine Zellzahl von 10*
Zellen eingestellt und fiir die Hauptkultur weiter verwendet. Variationen der Zellzahl finden
bei Untersuchungen fiir Transfektionen auf 24 — 6 Well-Platten statt. Hier variiert die
benotigte Zellmenge zwischen 10* — 10° Zellen pro Well. Fiir die anschlieBende

Gesamtproteinextraktion ist eine geniigend grole Anzahl von Zellen notwendig.
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B. Zellzahlbestimmung
Um die Zellzahl von permanenten Zellen in Kultur zu ermitteln, wird deren Konzentration

durch direktes Auszihlen unter dem Mikroskop in einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt.

C. Transfektion
Die Transfektion ist eine spezielle Transformation und diente bei meinen Untersuchungen fiir

die Ubertragung von DNA in Zellkultur-Zellen. Eine transiente (voriibergehende)
Transfektion ist die Ubertragung von DNA in Zellkultur-Zellen. Eine stabile Transfektion ist
die Ubertragung von DNA, so dass die DNA an die nachfolgenden Generationen
weitergegeben wird. Fiir die Expression von verschiedenen GFP-Fusionsproteinen in
Sdugerzellen  wurde  fremde  Plasmid-DNA  mit  verschiedenen  chemischen

Transfektionsmethoden in die Zellen eingeschleust.

1. Transfektion mit DOSPER
(kationische Liposomen-vermittelte Transfektion, Boehringer)
Hierbei wird die DNA in eine Lipiddoppelschicht von Phosphatidylserin eingekapselt. Die

Phospholipiddoppelschicht ist Zellmembran @hnlich. Die Subkultivierung findet 24 h vor der
Transfektion statt. Dazu wurden 3 x 10* Zellen je Well einer 24-Proben Kulturplatte
(Sarstedt) in 500 pl Kulturmedium angesetzt und iiber Nacht inkubiert. Am Tag der
Transfektion wurde das Medium durch 1 ml frisches ersetzt und die DNA/DOSPER-
Mischung hergestellt (Plasmid DNA: 1,0 ug; DOSPER/Boehringer: 4 ug); jeweils verdiinnt in
HBS, um optimale Transfektionsbedingungen zu ermitteln. Zur Bildung des Liposomen-
Polynucleotid-Komplexes wurden die DOSPER/DNA Mischungen 15 min bei RT inkubiert
und anschlieend tropfenweise zu den Kulturen gegeben, um eine einheitliche Verteilung
dieser Losung zu erzielen. Nach 6 h Inkubation wurden die Transfektionslosungen durch

Medium ausgetauscht und die Kulturen weitere 24 h bei 37°C inkubiert.

2. Transfektion nach Qiagen (Qiagen Selektor Kit; Qiagen Hilden)
Die Subkultivierung findet 24 h vor der Transfektion statt. Fiir 24-Well-Platten werden 3 x

10* Zellen in 1ml Medium ausplattiert, fiir 6-Well-Platten werden 4 x 10° Zellen in 2ml
Medium ausplattiert. Vor der Transfektion werden die adhdrenten Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und dann mit neuem Medium versehen. Es werden 60 pl Transfektionsmix nach
Herstellerangabe zu jedem Well gegeben und fiir Effekten (nicht-liposomales Reagenz) 18 h
inkubiert, fiir SuperFect 3 h inkubiert. Es erfolgt ein erneuter Mediumwechsel. Die

Transfektionseffizienz liegt bei mind. 50 % bis max. 80 %.
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3. Transfektion mit DEAE-Dextran (Polykationisch-vermittelte Transfektion)
Der urspriingliche Einsatz von DEAE-Dextran fiir Transfektionen erfolgte 1965 durch Valeri

und Pagano. Bei dieser Transfektion wird das Polykation DEAE-Dextran mit einem
Molekulargewicht von 500.000 verwendet, um die polyanionische DNA zu komplexieren und
sie an die Zelle zu assoziieren. Die Komplexe werden zum Kulturmedium gegeben,
adsorbieren an die Zelloberfldche und werden von der Zelle durch Schock aufgenommen. Ein
vorzeitiger DNA-Abbau durch saure Hydrolasen wird durch Zugabe von Chloroquin und
DMSO verhindert, das den rapiden Abfall des pH-Wertes unterbindet und gleichzeitig die
Aufnahme der DNA-Polykation-Komplexe steigert. Mit dieser Methode lisst sich eine 20 %
Expression der zugegebenen DNA erreichen. Bei bestimmten Zellen (Cos.7) lésst sich sogar
eine Transfektionseffizienz (Prozentsatz transfizierter Zellen) von 70 % erreichen. Die
Methode ist nicht geeignet fiir die Transfektion empfindlicher Zellen oder fiir Zellkulturen,
bei denen DMSO und Chloroquine toxisch sind (hier: Primidre Hepatozyten). Die Methode
eignet sich zur stabilen Transienten-Etablierung. Die Zellen werden 24 h vor der Transfektion
auf 6-Well Platten kultiviert mit einer Zellzahl zwischen 10* — 10° je nach notwendige
Weiterbearbeitung und in Kulturmedium bei 37°C inkubiert. Fiir Proteinextraktionen sind 10
Zellen je 6-Well die Mindestmenge. Im Vorfeld der Transfektion wird der DEAE-Dextran-
Mix in sterilen Eppendorf-Cups hergestellt. In 1ml Transfektionsmedium werden fiir jedes 6-
Well folgende Mengen hinzugegeben: 1ug Plasmid-DNA, 0,08 % Chloroquine (0,2 ul), 4 %
DEAE-Dextran (10 upl). Der Monolayer wird zweimal mit PBS gewaschen, der Mix
hinzugegeben und fiir 80 min unter GasausschluB bei 37°C inkubiert. Danach werden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und durch Zugabe von 10% DMSO in PBS fiir 1 min
"geschockt". Nachfolgendes griindliches waschen der Zellen mit PBS und Inkubation der
Zellen in DMEM mit FCS und Antibiotika fiir 48 h bei 37°C. Alle verwendeten Medien

wurden fiir den Gebrauch auf 37°C erwarmt.



40

D. Einfrieren und Auftauen von humanen Zellkulturen
Die Zelllinien werden bis zu einer Zellmenge von 1 x 10° expandiert und nach Entnahme von

1 x 10° Zellen in Einfriermedium unter fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

Einfriermedium: 70 % DMEM, 20 % FCS (Fotales Kilberserum) und 10 % DMSO
(Dimethylsulfoxid, Fluka).

Aufgetaut werden die Zellen, indem sie aus dem Stickstoff entnommen und schnell in ein
37°C Wasserbad iiberfiihrt werden. Der Inhalt wird dann auf eine vorgewédrmte Kulturschale
verteilt und im Brutschrank kultiviert. Das verwendete DMEM wird zu Beginn des
Zellwachstums ohne Antibiotika verwendet. Nach den ersten Teilungen kann Normalmedium

(DMEM mit FCS und Antibiotika) verwendet werden.

E. Einengung der Zellkulturiberstande
Mit VIVASPIN-Rohrchen der Fa. Vivascience wurden biologische Proben aus der

Zellkulturarbeit aufkonzentriert. Das eingesetzte Probenvolumen musste zwischen 500-2000

ul liegen und konnte max. auf 100 pl eingeengt werden.

F. Fluoreszenzmikroskopie von GFP-Fusionsproteinen
Mit GFP kann eine starke, sichtbare Fluoreszenz in lebenden Zellen erzeugt werden. In dem

Fall der HepG2, Cos.7 und anderen in dieser Arbeit untersuchten Zellkulturen wurden GFP-
Vektoren zur Proteinlokalisation in lebenden Zellen eingesetzt. Das GFP (Griin
Fluoreszierendes Protein) stammt aus der Qualle Aequorea victoria. Bei Anregung mit
ultraviolettem oder blauem Licht, emittiert das Protein griines Licht. Die GFP-Fluoreszenz in
den Zellkulturzellen wurde mit Fluoreszenzmikoskopen (Fa. Zeiss) nachgewiesen.
Zellkulturen, bei denen die Transfektionsrate ausreichend war (20 %; Zellzahl mind.106),
wurden fiir weitere proteinbiochemische Analysen geerntet. Fiir die Transfektionseffizienz
(Prozentsatz transfizierter Zellen) wurden die fluoreszierenden Zellen ausgezédhlt und der
Prozentsatz ermittelt. Hierbei wurden die verschiedenen expremierten Alrp-GFP-Formen

miteinander verglichen.
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Mikroskopische Methoden

A. Inverse Mikroskopie
Die Zellkulturen machten die Arbeiten an einem inversen Mikroskop noétig. Das Geriét war ein

Zeiss Telaval 31 und wurde vom Institut der Biochemie zur Verfiigung gestellt.

B. Mikromanipulator
Die Tetradenanalysen wurden an einem Leica Mikroskop mit Mikromanipulator

vorgenommen.

C. Fluoreszenzmikroskopie
Zellkulturlinien und Gewebediinnschnitte wurden mit einem Zeiss Axioplan 2 und einem

Leica DM LB Mikroskop analysiert.

D. Mikroskopische Daten

Die verwendeten Filtersitze gehorten bei den Zeiss Gerdten zu den Filtergruppen
Interferenzbreitbandfilter (Filtersatz 09) oder zu den Interferenzlinienfiltern (Filtersatz 01 und
15). Die Filtersysteme des Leica-Mikroskops waren die Filtersitze 13 fiir die Blauanregung
und A3 fiir die UV-Anregung.

1. Filtersysteme
Tab. 15 : Die verwendeten Filtersysteme mit Angabe der Wellenliinge (nm)

Filtersysteme von Zeiss

Filtergruppe | Anregungsbereich | Filtersatz | Erregerfilter | Farbteiler | Sperrfilter
Interferenz- Blau 09 BP FT LP generelle
Breitband- 450 — 490 450 - 490 510 520 FiTe

filter Blauviolett 05 BP FT LP
400 — 440 400 - 440 460 470

Interferenz- 15 BP FT LP
linienfilter H 546 546 /12 580 590
fiir Hg- Ultraviolett 01 BP FT LP
Lampen H 365 365/ 11 395 397

Filtersysteme von Leica : Leica DM LB

Filtergruppe | Anregungsbereich | Filtersatz | Erregerfilter | Farbteiler | Sperrfilter
Blau 13 BP RKP LP
450 - 490 510 515
uv A BP RKP LP
340 — 380 340 - 380 400 425
Grin Y3 BP RKP BP
535/50 565 610/75
Abkiirzungen:
BP Bandpal
FT Farbteiler
LP Langpal

RKP Reflexionskurzpassfilter
FT Farbteiler 510: d.h., Strahlung {iber 510 nm geht hindurch und wird nicht im System weitergeleitet.
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Filtereigenschaften:
09 Blau-Anregung: Standard FITC-Filter: generelle FITC-Farbung.
15 Selektive Griin-Anregung (TRITC geeignet).
01 UV-Anregung; DAPI (Nukleinséure).
05 Violett-Anregungsfilter zw. 400nm — 440nm.

2. Objektive und Okulare
Tab. 16: Die verwendeten Objektive und Okulare

Zeiss Axiophot 2 | Bemerkung
Objektive
Plan-NEOFLUAR 2,5x /0,075 /1440310
10x/ 0,30 //0/0,17 30:1 VergroBerung der
20x/ 0,50 /144 03 41 01 Abbildung.
40x / 0,75 /0 /0,17 160 : 1
100x/ 1,30 0il // o0 /0,17 250:1
64x/ 1,250il// /0,17
Okular
NEOFLUAR PL 10x/25
Leica Leica DM LB Bemerkung
Leica Germany 10x /0,25 N Plan oo/- /A
Planachromate 40x / 0,65 N Plan oo/- /D
100x/1,25 o0il N Plan oo/- /D
Okular L Plan 10x/20 &~ M

3. Filme und Kameras
a) Filme
Die Fotos wurden hergestellt mit einem integrierten Kamerateil am Zeiss-Mikroskop unter

Verwendung von Kodak Ectochrom Diafilmen. Fiir die digitalisierten Bilder fand jeweils eine

Digitalkamera Olympus DP50 Verwendung.

b) Digitalkameras

Videosystem : Olympus DP50

Videosystem AVT Horn (Adapter): Sony 3CCD Color Video Camera, 12V
Bildschirm: Sony PVM-1453MD mit HR Triniton.
Hardware: Power Macintosh 9500 / 200

Software: Adobe Photoshop 4.0

4. Farbstoffe
Es wurde mit verschiedenen fluoreszenzfihigen Farbstoffen und Mikroskopfiltersystemen

gearbeitet. Dabei wurden im Vorfeld die Filtersysteme mit ihren physikalischen Parametern
bestimmt:

Farbstoffe: Mito-Tracker RedCMX Ros. (Molecular Probes, M7512)
DAPI (Molecular Probes)
Antikorper: Sekundir-AK: Goat anti-mouse/rabbit markiert mit FITC oder CY3.
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Methode spezifisch Anregung | Emission Anwendungs- Filter | Bemerkung
Fluorochrom nm nm gebiet
FITC Nachweis von BLAU Gelb/Griin Immunologie generell 09 Bot III
Fluorescein- AG-AK- 450 - 500 500 - 550
Isothiocyanat Reaktionen max: 492 max: 520 I3 Bot1
Genetik I
DAPI Nukleinsdure Uv 461 Zytologie 01, 02 Bot I1I
359
TRITC Nachweis von GRUN Immunologie selektiv 15 Bot III
AG-AK-
Reaktionen
CY2 489 506 09
Carbocyanin
CY3 GRUN ROT 20 photo-stabiler
Indocarbo- 553 575 auch
cyanin max.:550 em TRITC-
max: 570 Filter
MitoTracker GRUN 599 15
578
GFP 498 516 09
GFPwt 395 509
RedSTAR in vivo- Hefe- und 24-48h
(DsRed) Doppelfirbung Saugerzellen
JC1 514 529
Rodamin 550 573
Rodamin 123 507 529 konvent-
ionell
E. Konfokale Mikroskopie
Die untersuchten Pridparate aus der Zellkultur und die kryokonservierten

immuncytochemischen Leberschnitte wurden mit einem Inversmikroskop mit konfokalem
Laserscanning Zubehor der Fa. Leica analysiert. Die Bilder wurden auf zwei Kanilen
betrachtet. Die Excitationswellenldngen waren dabei 568 nm (griin) und 488 nm (rot). Die
Emission wurde bei 520 nm (griin) und 590 nm (rot) aufgenommen, wobei eine gleichméifige
Uberlappung beider Signale ein gelbes Signal ergab. Die Arbeiten wurden an einem Gerit im

Labor der Hepatologie, Uni-Diisseldorf vorgenommen.
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Immuncytochemie

A. Fixierung von Gewebeschnitten
1. Paraffin-Fixiertes Gewebe
Das von anderen Arbeitsgruppen zur Verfiigung gestellte Gewebematerial, war Paraffin-

Fixiertes Gewebe. Fiir Voruntersuchungen wurden an Mausorganen Gewebeschnitte

durchgefiihrt.

2. Kryo-Fixiertes-Gewebe
Das Gewebe der Rattenlebern wurde als kryofixiertes Gewebe verwendet. Mit einem

Gefriermikrotom wurden 7 pm dicke Schnitte angefertigt bei einer Arbeitstemperatur von
-25°C. Die Ausgangsmaterialien wurden bei -70°C gelagert und nur fiir die Dauer der
Schnittprozedur auf -25°C aufgetaut. Die angefertigten Schnitte lagerten fiir die Dauer der
Untersuchungen bei —20 bis -25°C. Die geschnittenen Priparate sind Y2 Jahr lagerféahig.

B. Farbemethoden
1. Paraffin-Fixiertes Gewebe
Die Gewebeschnitte mit Paraffin wurden bei 55-60°C max. Smin geschmolzen und dann iiber

eine umgekehrte Alkoholreihe rehydriert: Xylol: 5 min und 15 min. Ethanol: 100 %, 96 %, 96
%, 90 %, 70 %, 50 % und 30 % je 3 min. Zum Schlul wurden die Schnitte fiir 10 min in
PBSTw gewaschen. Das Blocken erfolgt in einer Feuchtekammer fiir 10 min indem 100-150
ml einer 2%igen Blocklsg. (PBSTw + NGS) auf die Schnitte getrdufelt wurden. Die
Inkubation mit dem Primérantikorper erfolgt fiir 45 min bei RT. Waschen des Schnittes mit
PBSTw fiir 2 x 10 min und Inkubation mit dem Sekundérantikorper fiir 45 min in der
Feuchtekammer bei RT. Erneutes Waschen fiir Smin. Die Aktivierung der Schnitte erfolgt
durch eintauchen in Reaktionspuffer. Es erfolgt Inkubation der Schnitte mit 60 ul
Substratlosung. Bei deutlicher Farbreaktion wird die Reaktion mit PBS gestoppt. Nachfolgend
werden die Paraffin-Schnitte entwissert in der aufsteigenden Alkoholreihe und getrocknet.
Eindeckeln in DePeX. Paraffiniertes Gewebe wurde nicht fiir Fluoreszenzuntersuchungen

verwendet.

2. Kryo-Fixiertes-Gewebe
Bei den Gefrierschnitten wurde ein abgewandeltes Farbeprotokoll verwendet. Die Schnitte

wurden aus der —20°C Lagerung entnommen und bei RT getrocknet. Die Schnitte wurden mit
einem PAP-PEN (Dako) umrandet und in PBSTw fiir 2 x 5 min gewdssert. Das Blocken

erfolgt fiir 10min mit einer Serumldsung. Dann erfolgt der Auftrag des Priméarantikorper fiir
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45 min in einer Verdiinnung von 1 : 250. Inkubation bei RT in einer Feuchtekammer.
AnschlieBendes Waschen der Schnitte fiir 2 x 5 min in PBSTw und Inkubation mit dem
Sekundirantikorper (CY3 oder FITC) fiir 45 min bei RT in der Feuchtekammer. Die Schnitte
werden vor Licht geschiitzt. Danach konnen die Schnitte direkt mit einem
Einbettungsmedium fiir Fluoreszenzanwendung eingedeckelt werden (DAKO Fluor.-

Mounting Medium, S3023). Die Antikorper sind in Tabelle 6 des Material-Teils aufgefiihrt.

a) Permeabilisierung von Gewebe
Da Gewebe im Ganzen eine sensitive Reaktion durch Antikorperbehandlung erschwert,

wurden die Leberschnitte vor der Behandlung durch Permeabilisieren zuginglich gemacht.
Fiir die Paraffinschnitte wurde dem Waschpuffer Tween-20 hinzugegeben mit einer
Endkonzentration von 0,05 %. Fiir die Kryoschnitte wurde eine 2 %ige Tween-20 Losung in

Waschpuffer hergestellt.

b) Verwendete Antikorper fiir die Inmunzytochemie
Tab. 18: Verwendete Antikorper

Name Verwendete Verdinnung
Priméarantikérper*
a-Kaninchen-Alrp 1:250
a-Kaninchen-Porin 1:250
a-Maus-Porin 1:250
a-Maus-Actin 1:200
a-Maus-CoxVb 1:250
Sekundarantikérper
aus human gegen Kaninchen, markiert mit 1:500
Alkalischer Phosphatase
aus Ziege gegen Kaninchen, markiert mit FITC / 1:1000
CY3
aus Ziege gegen Maus, markiert mit FITC / CY3 1:1000

*Bedeutung der Abkiirzungen in den Namen der Antikorper: rb = rabbit (Kaninchen), ms = mouse(Maus), go = goat(Ziege), hu = human;
CoxVb = Cytochromoxidase Untereinheit Vb.

¢) Blocken unerwiinschter Enzymaktivitit
Zum Blocken der Aktivitit von endogener Alkalischer Phosphatase wurde Levamisol (Sigma

L-9756) eingesetzt. Es wurde eine Stammlosung von 0,01 M / ml Levamisol hergestellt und
bei —20°C gelagert. Eingesetzt wurden 10 ul der 0,01 M Losung auf 1000 ul Reaktionspuffer.

Die Endkonzentration des Levamisols betragt 0,1 mM.
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IV. Ergebnisse

Kapitel I: Ervip der Hefe

A. Die in vitro - Mutagenese
Um die Beziehung zwischen Struktur und molekularem Mechanismus am Erv1-Protein zu

untersuchen wurden gezielt Punktmutationen in die DNA-Sequenz der cDNA eingefiihrt, die
im resultierenden Protein einen Aminosdureaustausch von Cystein zu Serin bewirkte. Es
sollten von den sechs moglichen Erv1p-Cysteinmutanten die beiden noch fehlenden Mutanten
hergestellt werden. Als Matrize fiir die Mutagenese diente die cDNA von ERVI im
pET24a(+) -Vektor.

1. Schema zur in vitro - Mutagenese
Zur Verdeutlichung des angewendeten Mutageneseprinzipes wird das Schema des Ervip-WT

Proteins mit den sechs Cysteinen in der Sequenz gezeigt. Die beiden Cysteine, die veridndert

werden sollen, sind blau unterlegt:

C30--Cs3 C130xxC33 Ciss  Cize

ERV1-Gen

1 in vitro Mutagenese / PCR

*x

pPET24a(+)

ERVI1

Abb. 5: Das Schema zur Herstellung der ERVI-Punktmutanten.
Die cDNA von ERV1 und die in vitro-Primer mit den Punktmutationen und die Gegenprimer. Die
Nummern der Primer (5a, 6a, 7a; 5b, 6b) sind in der Tabelle 5 erlautert.
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Die Ervlp-Mutanten C33S, C133S und C30/33S wurden hergestellt und fiir die
nachfolgenden in vitro-Analysen direkt genutzt. Fiir die in vivo-Analysen in Hefe wurde die
ERVI-Punktmutations-Sequenzen in die beiden Hefevektoren pRS416 und YEp352-pADH
kloniert. Zusétzlich wurde die Ervlp-Doppelmutante C30/33S in pET24a(+) erzeugt. Die
Ervlp-Doppelmutanten C30S-C130S, C30S-C159S und C30S-C176S wurden hergestellt,
indem definierte Restriktionsschnittstellen in der Sequenz verwendet wurden. Die

geschnittenen DNA Bereiche wurden im entsprechenden pRS416-Vektor neu kombiniert.

Fir die Herstellung der Cystein-Einfach-Mutanten lagen unserer Arbeitsgruppe vier

Punktmutanten vor:

Tabelle 19: Die Cystein-Mutationssequenzen fiir Ervlp.

Position des Cysteins Name Vektor zusiatzliche
in der Sequenz Schnittstellen
Vorhandene Sequenzen (Lee 2002)
30 C30S pET24a+ Nrul
130 C130S pET24a+ Munl
159 C159S pET24a+ Cfral3
176 C176S pET24a+ Van91l
Neu mutagenisierte Sequenzen
33 C33S pET24a+ keine
133 C133S pET24a+ keine
30 + 33 C30/33S pET24a+ Pvul

Die zusitzlichen Schnittstellen in den Gensequenzen dienten der Identifikation der korrekten
Klone nach der Mutagenisierung. Bei der Herstellung der C33S- und C133S-Mutante wurde
auf Schnittstellen verzichtet, da die moglichen einzufiigenden Schnittstellen fiir die weiteren

Klonierungen in die Hefevektoren ungiinstig gewesen wiren.
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2. Schema zur in vitro und in vivo-Analyse
Nach der Herstellung der Vektorkonstrukte teilen sich die folgenden Untersuchungen in zwei

Bereiche. Fiir enzymatische Tests wurden die in vitro-Analysen im Expressionssystem von E.
coli vorgenommen. Fiir die in vivo-Funktionstests wurden die Untersuchungen im genetischen

System der Hefe Saccharomyces cerevisiae vorgenommen.

Die Ervlp-Cystein-Mutanten im Funktionstest

C30-S33 Cy30xxCy33 Cis0  Cize
in vitro - Analysen in vivo - Analysen
Expressionssystem E. coli Genetisches System der Hefe

- @

Mutanten des Ervip

mutierte Proteine Phanotyp
l durch mutierte Proteine

Enzymtest
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B. Das genetische System in Hefe
Fiir Untersuchungen in der Hefe musste das Vektorsystem gewechselt werden. Es wurden

zwei verschiedene Vektoren verwendet. Ein Vektor mit hohen Kopienzahl: YEp352-pADH
und ein Vektor mit niedriger Kopienzahl: pRS419. Die Arbeiten mit der Hefe und den Ervip-
Mutanten beinhaltete zwei Untersuchungsbereiche. Entstehende Verdnderungen im Phénotyp
durch die Ervlp-Cysteinmutanten sollten nachweisbare Proteindefekte aufdecken. Die
Untersuchungen wurden im haploiden pet-ts-Stamm vorgenommen. Ergab sich ein Effekt
durch die Mutation, wurde anschlieBend im diploiden System der Disruptionsmutante
getestet. Die Ergebnisse sollten Auskunft iiber die Stirke des Effektes der Punktmutante

geben.

1. Phéanotypuntersuchung
Tabelle 20: Komplementationsverhalten der mutierten Proteine in Hefe.

Tab. 20a: Komplementation mit Aervl (S3) ; pRS416

Temperaturen ( °C)

Hefestamm 28 36 38
Wild-Typ + + +
Aervl - - -
Aervl + Ervlp C30S + - -
Aervl + Ervlp C33S - - -
Aervl + Ervlp C130S - - .
Aervl + Ervlp C133S - - -
Aervl + Ervlp C159S + - .
Aervl + Ervlp C176S + - -

Tab. 20b: Komplementation mit ervlts (pet492); pRS416

Temperaturen ( °C)

Hefestamm 28 36 38

Wild-Typ

Aervl

Aervl + Ervlp C30S

Aervl + Ervlp C33S

Aervl + Ervlp C130S

Aervl + Ervlp C133S

+ |+ [+ |+ [+ |+ [+
1
1

Aervl + Ervlp C159S

Aervl + Ervlp C176S + - -

In den beiden Tabellen 20a und b sind die Ergebnisse fiir das Komplementationsverhalten der
Ervip-Mutanten in Hefe aufgelistet.

20a zeigt die Ergebnisse des Disruptionssystems Aerv1 (1n) im niedrig Kopien-Vektor.

20b zeigt die Ergebnisse der temperatursensitiven Mutanten ervi-ts (1n) im niedrig Kopien-Vektor.
(+ bedeutet Wachstum, - bedeutet kein Wachstum.).

Der Hauptunterschied zwischen den Mutanten und dem Wild-Typ ist, dass die Mutanten bei

hoheren Temperaturen nicht wachsen konnen.
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zu 20a: Alle Mutanten zeigen Temperatursensitivitit. Bei der C33S, C130S und C133S

Mutante wirkt die Disruption des Gens letal.

zu 20b: Alle Mutanten zeigen Temperatursensitivitit, die bei der C30S-Mutante

vermindert ist. Alle anderen Mutanten wachsen zwischen 36-38°C nicht.

Tab. 20c: Zusammenfassung der Phéinotypuntersuchungen im pet-ts-Stamm.

WA-ura | WA- | N3 N3 N3 | YPGc | YPGce | YPGe | YPGe
Name leu 28° 36° 38- 28° 36° 38° 39°
Vektor+Punkt- 39°
mutante
pRSC30S 12 0 12 5(7) 0 12 12 0 0
pRSC33S 848 2 848 | 472 0 848 848 0 0
pRSC130S - - - - - - - - -
pRSC133S 134 0 134 82 0 134 82 0 0
pRSC159S 20 0 20 | 14(6) 0 20 20 3 0
pRSC176S 24 0 24 24 3 24 23 1 -
YepC30S nicht untersucht
YepC33S 210 0 198 24 0 210 146 0 0
YepC130S 11 0 11 3) 0 11 10 3 0
YepC133S 6 4 6 1(1) 0 6 2 0 0
YepC156S 18 0 18 18 0 18 7 0 0
YepC176S letal

Tab. 21a: Zusammenfassung der Ergebnisse der Phinotypanalysen (1n).

Ergebnisse im niedrig-Kopien-Vektor

Mutante

pRSC30S Der Defekt erv1-ts wird nicht durch das Plasmid komplementiert. Ein
Funktionsdefekt der Punktmutante liegt vor. Beim 1n-Stamm ist der
Test auf Temperatursensitivitét positiv. Deutlicheres ts-Verhalten beim
Wachstum der Klone als bei den hohen Kopienzahl-Vektor.
Der ts-Phénotyp ist ausgeprigter. Hier liegt ein Gendosis Effekt vor.

pRSC33S Vermindertes Wachstum bei 36°C.

pRSC130S —

pRSC133S Im niedrig Kopien-Vektor sind alle Kolonien leu-.
Die Klone wachsen auf 36°C vermindert, sie sind Temperatursensitiv.

pRSC159S Deutlicheres ts-Verhalten beim Wachstum der Mutanten als bei den
Muanten mit hohem Kopienzahl-Vektor. Der ts-Phidnotyp ist
ausgepragter. Keine Komplementation. Der Defekt der Punktmutante
ist da. Grof3e und kleine Kolonien tauchen hier nicht auf.
Hier liegt ein Gendosis Effekt vor.

pRSC176S Deutlicheres ts-Verhalten der Klone als bei den Mutanten mit hohen

Kopienzahl-Vektor. Der ts-Phinotyp ist ausgepréigter. Beim 1n-Stamm
ist der Test auf Temperatursensitivitidt positiv. Hier liegt ein Gendosis
Effekt vor.

Keine Komplementation. Der Defekt der Punktmutante ist vorhanden.
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Tab. 21b: Zusammenfassung der Ergebnisse der Phiinotypanalysen (1n).

Mutante

Ergebnisse im hohen Kopien-Vektor

YepC30S

Die Mutante zeigt Komplementation.
Das Heterodimer scheint zur Aufrechterhaltung der Funktion zu
geniigen.

YepC33S

Mutante zeigt keine Komplementation.

Einzelzellen der Kolonieabdriicke zeigen Restwachstum, was sehr
typisch ist. Es konnte sich um genetische Rekombination handeln, der
Genotyp wiirde dann zum WT werden oder andere genetische
Anpassungen erzeugen.

Vergleich mit mind. 20 Tetraden des 2n-Stammes

Frage: Wieviel Restaktivitit hat das Protein?

YepC130S

Die Mutante C130S im Yep-352-pADH Plasmid ist eine
temperatursensitive Mutante.

Die C130S-Mutante kann nicht komplementiert werden. Ein Defekt ist
vorhanden.

YepC133S

Alle Kolonien leu+ sind ts.
Alle Kolonien leu- wachsen noch bei 36°-38°C.

YepC159S

Vermindertes Wachstum bei 39°C

YepC176S

nicht getestet, direkt in pRS419 getestet.

2. Tetradenanalysen
Hier werden die Zusammenfassungen der Tetradenauswertungen vorgestellt.

Tab. 22a: Zusammenfassung der Tetradenanalyse im S3-Sporulationsstamm und dem

hohen Kopienzahl-Vektor: YEp352-pADH.

Ervip- 1:0 2:0 3:0 4:0 nicht b2 Ergebnis
Mutante gekeimt

C30S 3 19 10 8 17 57 K* 3 2:0
C33S 19 8 - - 40 72 2:0
C130S 19 6 - - 47 72 2:0
C133S 6 2 - 1 25 34 letal
C159S 10 3 2 1 0 16 2:2
C176S - 1 3 2 4 10 2:2

*Bemerkung zu der Tabelle: Die Abkiirzung K bedeutet Komplementation.

Tab. 22b: Zusammenfassung der Tetradenanalyse im S3-Sporulationsstamm und dem
niedrig Kopienzahl-Vektor: pRS416.

Ervip- 1:0 2:0 3:0 4:0 nicht b2 Ergebnis
Mutante gekeimt

C30S 8 11 S 10 8 42 2:0

C33S 6 10 1 6 12 23 2:0
C130S 8 3 3 1 0 15 2:0
C133S 0 7 3 4 17 31 artifiziell
C159S 4 3 3 3 0 13 2:0
C176S 5 6 5 3 0 19 2:0
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Tab. 22¢: Zusammenfassung der Ergebnisse der Tetradenanalysen.

Tetradenanalysen (1n)

pRSC30S

2:0; Die 4er Tetraden zeigen ein heterogenes Keimbild: leu negativ.

Viele wachsende Tetraden verhalten sich wie der WT.

Der Gendefekt ist letal;

Meiotische Rekombination ist flir das Auftreten der 4er Tetraden und als
Erkl&rung fur die heterogen wachsenden Tetraden verantwortlich.

Bei den Tetraden mit Wachstum auf LEU findet Rekombination des Genoms
statt. pPRS419-Plasmid verhalten sich bei der Verteilung in der Zelle wie ein
Chromosom. Jede Tetradenzelle erhélt ein Plasmid, dass (iber den
Spindelapparat verteilt wird.

pRSC33S

2:0 Segregation .

pRSC130S

Ein heterogenes Bild: 2:0 ; letal;

Rekombination in der Meiose,

Der pRS419-Vektor verhélt sich wie ein Chromosom.
Keine Komplementation des Gendefektes.

pRSCI33S

Hier liegt eine héhere Anzahl von Abundanten vor als bei YEp.

Die 4er Tetraden sind artifiziell und brauchen nicht auf Temperaturstufen
getestet werden.

Hier entsteht der WT: durch CrossLink.

pRSC159S

4er Tetrade: 2:0; keine Komplementation, kein ts bei 36°.
Komplementation; Der Defekt der Punktmutante ist nicht letal.

pRSC176S

Komplementation,
Temperatursensitiv: ein sehr leichter Effekt, der bei langerer Inkubation
deutlicher wird. Der Suppressoreffekt ist eliminiert.

YEp-C30S

Die C30S-Mutante zeigt Komplementation. Sie bildet Heterodimere aus. Bei
dem AS-Austausch an Position 30 reicht evt. ein Cystein aus, um die
entscheidende Funktion aufrecht zu erhalten.

YEp-C33S

2:0 Typ, letal.

YEp-C130S

Keine Komplementation. Der Defekt fur die Zelle ist letal. Die Punktmutante
C130S ist nicht in der Lage ein Protein zu bilden, dass die normale
Enzymfunktion ausfuhrt.

Das Aktive Zentrum ist hier betroffen: 2:0.

Es zeigt sich ein uneinheitliches Bild: viele 3er Tetraden. Dort ist der WT
durch Rekombination in der Meiose entstanden.

YEp-C133S

Keine Komplementation des Defektes. Das aktive Zentrum ist irreparabel
geschéadigt. Fir die Zelle ist der Defekt des Enzyms letal.

YEp-C159S

Nur 4er Tetraden wurden auf eine Platte vereinigt.

Leichter konditioneller Effekt, wie bei den ts-Mutanten.

Komplementierte Zellen wachsen 2:2, Wildtyp wéachst auf leu nicht.

Bei den verschiedenen Temperaturen ein sehr leichter Effekt. Die Zellen
missen l&dnger inkubieren, um ihn deutlicher erkennbar werden zu lassen.

YEp-C176S

Ein sehr leichter konditioneller Effekt, wie bei den ts-Mutanten.
Komplementierte Zellen wachsen 2:2. Der Wildtyp wachst auf leu nicht.
Die Daten sind schwer auszuwerten, da das Tetradenwachstum nicht so
deutlich ist wie bei C159S.

Die Tetraden mussen langer Inkubieren, um den Effekt deutlich werden zu
lassen. ts bei 38,5°C.

Die Komplementation des Gens durch die Punktmutante (=nicht letal).

Fazit: Die wichtigsten Punkte der Zusammenfassung aus den Tetradenuntersuchungen sind:

Bei den Phénotypuntersuchungen zeigen die Hefezellen mit dem pRS419-Vektor

(niedrig Kopienzahl- oder CEN-Vektor) Temperatursensitivitét.

Bei den Tetradenuntersuchungen zeigen die Hefezellen mit dem YEp352-pADH-

Vektor (hohe Kopienzahl-Vektor) Temperatursensitivitit.
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C. Die Analysen mit rekombinanten Proteinen aus E. coli

1. Die Enzymaktivitat der Mutantenproteine C33S und C133S
Hier werden die Messungen der Enzymaktivitdt der von mir hergestellten Mutantenproteine

des Ervlp: C33S, C133S im Vergleich mit dem Wildtyp von Ervip gezeigt.

C33S und C133S im Vergleich zum Wildtyp-Erv1p.

Sulfhydryloxidase - Test

120

o
[S]

@
o

U (pmol Thiol x min-1 x umol FAD)

o 96
40
201 18,4
, 7.8
C133S €338 WTmin

Protcumanuuncen

Abb. 6: Das Saulendiagramm zeigt die ersten Messwerte der gereinigten Mutantenproteine
C33S und C133S im Vergleich mit dem Wildtyp 1.Ervip. Die Enzymaktivitdten (Unit, U = umol
Thiol x min™ pro pmol FAD) sind gemittelte Werte aus vier unabhéngigen Messungen. Bei der C133S-
Mutante ist die Diagrammsaule unterteilt fir die Gesamtproteinmenge @ und die FAD gebundenen
Proteinmenge o. Das verwendete Substrat war DTT. WTmin bezeichnet den Ervip-WT kultiviert in
Minimalmedium.

Bei der Messung der Enzymaktivitat wird normalerweise der Anteil von gebundenem FAD
und der Gesamtproteingehalt von Enzymen bestimmt. Bei den beiden von mir hergestellten
Mutantenproteinen ist die FAD-Bindung nicht von Bedeutung. Die C133S-Mutation liegt im
redoxaktiven Zentrum des Erv1-Proteins. Das Protein sollte keine Funktion mehr haben und
keine FAD-Bindung zeigen. Fiir die C33S-Mutante ist das Bindungsverhalten fiir FAD
unbekannt. Aus diesem Grund wurde der FAD-Gehalt der Mutantenproteine nicht iiber UV-
VIS-Spektroskopie  gemessen. Fiir die C133S-Mutante wurde nachtriglich die
Differenzierung in FAD-gebundenem Protein vorgenommen, da hier nicht mit einer
Enzymaktivitiat gerechnet worden ist. Fiir die Messung der Enzymaktivitit wurde DTT
(Dithiothreitol) als Substrat verwendet. In Vortests wurde auch Cystein verwendet. Cystein
enthilt eine Thiolgruppe, DTT enthélt zwei Thiolgruppen. Der Gehalt an freien Thiolgruppen
kann durch die Reaktion mit DTNB (Ellman 1959) spektroskopisch bei 412 nm bestimmt
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werden. Aus Messungen in unserer Arbeitsgruppe sind folgende Werte fiir die Enzymaktivitit

des Wildtyps 1.Ervip bekannt (Lee 2002) Tabelle 23:

Tabelle 23: Die verwendeten Substrate.

Substrat Ervip Lysozym Z Cystein GSH
pmol Thiol x min' pro pmol FAD 11,7 8,7 5,0 0

Fazit: Das hier verwendete DTT dient bei Ervlp als ein gutes in vitro-Substrat mit einer
Enzymaktivitit von 96 pmol Thiol x min"' pro FAD fiir den Wildtyp. Es werden messbare
Werte fiir die Cysteinmutanten ermittelt. Fiir Cystein als Substrat konnte bei meinen Mutanten

keine Aktivitidten gemessen werden.
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2. Die Enzymaktivitat fur alle Ervip-Mutanten im Vergleich
Hier wird die eigentliche Enzymfunktion von Ervlp iiber seine Aktivitit bestimmt und

vergleichend untersucht.

Sulfhydryloxidase - Test der rekombinanten Ervl-Mutantenproteine.

Cysteinmutanten des Ervip
140
S 1201
100
ED
xg 80
O =—
= 2 60
'% 3
° 40-
2 20
s
0,
1.Ervip 2.Ervip C30S C33S C130S C133S C159S C176S

Abb. 7: Das Saulendiagramm zeigt die Messwerte aller rekombinanten Mutantenproteine des
Ervip im Vergleich mit den Wildtypen. Hier werden die ermittelten Enzymaktivitaten fir die Proteine
angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen. Das verwendete
Substrat war DTT.

Die gemessenen Werte zeigen, dass jede Cysteinmutation in der Sequenz von Erv1p zu einem
charakteristischen Verlust in der enzymatischen Aktivitit fiihrt. Die Enzymaktivitit wird bis
zu 50% erniedrigt. Der ermittelte Wert fiir die Enzymaktivitit aus den neuen Prédparationen
und den neuen Messungen entspricht jetzt den Erwartungen fiir die Cystein-Mutanten. Bei
den Untersuchungen wurde das Substrat DTT verwendet. Die C30S-Mutante zeigt mit 42,2
umol Thiol x min' pro pumol FAD die hochste Enzymaktivitit der untersuchten
Mutantenproteine. Dass steht im Einklang mit den genetischen Untersuchungen. Dort zeigt

die C30S-Mutante noch Aktivitit in der Hefe, da sie Heterodimere bilden kann.
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3. Dimerisierungstests
Die Dimerisierungseigenschaften sind charakteristisch fiir die untersuchten Ervl-Proteine.

Durch den Vergleich des Wildtyps mit den Mutanten von Ervlp konnen Verdnderungen im
Dimerisierungsverhalten entdeckt werden. Die Untersuchungen dienen auch der Aufkldrung
zur Substratbindung am Enzym. Hier wurde das Verhalten der Wildtyp-Proteine und der

Mutantenproteine aus E. coli und Hefe untersucht.

Die Dimerisierungseigenschaften der Ervl-Proteine aus E. coli.

C30S WT C33S C133S [kDa]
Hohere == e =3 = - =
Komplexe
52
Dimer
31
Monomer
22 kDa 19
17
11
DTT - + - + - + - +

Abb. 8: Die Dimerisierungseigenschaften der rekombinanten Erv1-Mutantenproteine im
Vergleich mit dem Wildtyp von Erv1ip in der Western-Blot Analyse. Aufgetragen wurden der WT
mit 2 pg, C30S mit 1 pg, C33S mit 2 ug und C133S mit 2 pug. Der verwendete Antikérper war Anti-His-
Tag.

Unter reduzierenden Bedingungen treten Monomerformen auf. Die Mutante C30S bildet auf
der nicht-reduzierten Spur mehr stabile Dimere als der Wildtyp und akkumuliert auch in
hoheren Komplexen. Der Mechanismus der C30S-Mutante zur Dimerisation ist beeintrachtigt.
Der Wildtyp (WT) von Ervlp ist auf der nicht-reduzierten Spur als Monomer und als Dimer
vorhanden. Das Auftreten beider Formen steht in einem Zusammenhang. Die C133S-Mutante

des redox-aktiven Zentrums bildet keine Dimere.
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4. Die Dimerisierungseigenschaften der Ervip-Proteine aus Hefe
Fiir die Untersuchungen in Hefe wurden zwei Versuchsgruppen hergestellt. Bei der 4 h

Gruppe wurden die Hefen ii.N. bei 28°C und fiir 4 h auf 36°C kultiviert. Bei der ii.N.-Gruppe
wird die Kultur @.N. auf 36°C kultiviert. Fir die Western-Blot Analysen wurden

Gesamtproteine aufgetragen.

C30S WT C33S C130S kDa C133S

Dimer ‘ =
44 kDa ——

Monomer _
22 kDa - 3

DTT -+ - + - + - + +

Abb. 9a: Die Dimerisierungseigenschaften der Erv1i-Proteine aus Hefe in der Western-Blot
Analyse. Hier werden die Mutanten mit dem Wildtyp von Ervip verglichen. Aufgetragen wurden die
Mutanten C30S, C33S, C130S und C133S im Vergleich mit dem Wildtyp mit 1ug Protein. Der
verwendete Antikérper war Anti-scErv1p* (Lill). “Bemerkung: sc = Saccharomyces cerevisiae.

4h u.N.

- C33S C130S C133S

Monomer
22kDa

DTT - - - - - - - -

Abb. 9b: Die Dimerisierungseigenschaften der Hefe Ervi-Mutantenproteine aus den 4h und den
i.N. Ansitzen als Western-Blot Analyse. Hier wurden die Uberstdnde der Proben der
Proteinmutanten C30S, C33S, C130S und C133S aufgetragen. Der verwendete Antikérper war Anti-
scErvip (Lill). Es wurde 30 sec. belichtet. Der Abbildung dient hier als Ergadnzung fir die
Dimerisierungseigenschaften des C133S.
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Das Ervl-Protein C133S bildet keine Dimere. Das ergiinzt den Western-Blot Abb. 9a und

steht mit den Befunden im Einklang.

5. Spektroskopie der C30/33S Doppelmutante
Fir die C30/33S Doppelmutante wurde das rekombinante Protein spektrophotometrisch

gemessen. Abb. 10 zeigt die Doppelmutante im Vergleich mit dem Wildtyp (WT) Ervlp.

Absorption
C30/33S

I
|
I
|
I
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|

IIIWIT___"

|
I i [ il
Wellenlange nm

0.0

e —— o — - S

m B

Abb. 10: Das Spektrum der Doppelmutante C30/33S im Vergleich mit dem Spekirum des
Wildtyp-Ervip.

Die Doppelmutante zeigt eine hohe Proteinausbeute in E. coli. Der Effekt entspricht dem
Verhalten der C30S-Mutante. Der spektrale Bereich zwischen 320 nm bis 350 nm zeigt ein
Absorptionsverhalten bei der C30/33S Mutante, die beim WT nicht auftritt. Hier konnte es
sich um den N-terminalen Bereich handeln, der beim Mutantenprotein stérend wirkt. Die
hohen Peaks zu Beginn der Spektralkurve stammen vom Imidazol. Die Mutante hat die
doppelte Proteinmenge des Wildtyps und zeigt eine blassgelbe Farbe. Sie @hnelt dadurch in
der Farbe der C159S-Mutante, die wenig FAD bindet.
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D. Die Analysen der Ervip-Mutantenproteine aus Hefe

1. Das FAD / Gesamtprotein Verhaltnis aller Ervip-Mutanten aus Hefe in vier
unabhangigen Messungen und drei Methoden
Aus unterschiedlichen Priparationsansidtzen wurden fiir alle Erv1p-Cysteinmutanten aus Hefe

und den beiden Wildtyp-Formen von Ervlp der FAD- und der Gesamtproteingehalt ermittelt.
Das Diagramm zeigt die Verhiltniswerte von FAD zu Gesamtprotein, dargestellt als

Mittelwert aus vier unabhingigen Messungen.

FAD / Gesamtprotein

0,8

0,7
0,7

0,6 0,6

0,5
0,5 1

0,4 0,4
04 +— -

0,3

0,2
0,2 1

0,1 1

1.Ervip  C30S C33S C130S C133S (C159S C176S 2.Ervip

Abb. 11: Das Saulendiagramm zeigt die Verhéltniswerte fiir die Cysteinmutanten und die
beiden Wildtypen von Ervip. Hier wurde aus vier unabhéngigen Messungen mit drei verschiedenen
Methoden die Gesamtkonzentration der Proteine und der FAD-Gehalt der Proteine aus Hefe
bestimmt.

Bei der Betrachtung der Standardabweichung wurde fiir die Wildtypen von Ervlp keine
Signifikanz festgestellt. In Bezug auf die Bindung von FAD liegt kein Unterschied zwischen
dem 1.Ervlp und 2.Ervlp vor. Bei den Mutanten stellt C159S eine Ausnahme dar. Sie ist
signifikant verschieden zum Wildtyp und den Mutanten C30S bis C133S und C176S.
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E. Die Farben der rekombinanten Erv1- Proteine
Nach der NiNTA-Reinigung der Ervl-Proteine aus E. coli lagen die Proteinlosungen fiir die

Mutantenproteine und der Wildtypen vor und lieferten folgendes Bild:

N- Ca30 C130 -C

Ervip- WT AN-Ervip

Abb. 12: Die Farben der rekombinanten Proteinlésungen der Cystein-Mutanten von Ervip
und der Wildtyp. Als Balken ist die Ervip-Sequenz mit den Positionen der Cysteine schematisch
abgebildet. Darunter befinden sich die Farben der entsprechenden Proteinlésungen. Hier kann die
Zuordnung zwischen mutiertem Cystein und den farbigen Mutanten-Proteinen gemacht werden.

Die resultierenden Farben sind charakteristisch fiir jede Mutante. Die Mutanten sind in ihren
Farben verschieden zu den Farben des Wildtyps. Die Hauptfarbe der Proteine ist Gelb,
hervorgerufen durch gebundenes FAD. Davon abweichend finden sich unterschiedliche
Nuancen an Gelbtonen bis hin zu farblos bei C159S, Orange bei C130S und Schwarz bei
C30S. Die groBte Verdnderung in den Farben zeigen die Mutantenproteine C30S und C130S.
Mit ihrer Hilfe sollte daher die Suche nach den in vivo-Substraten erfolgen. Die Farben zeigen
FAD-Bindung an und deuten auf Elektronenverschiebungen hin. Sie sagen nichts iiber die
Enzymaktivitit aus. Es wird aufgrund der unterschiedlichen Farben deutlich, dass die

Cysteinpaare der CxxC-Motive nicht gleichwertig sind.
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F. Substratsuche Uber Substratfang (Substrate trapping)

Es ist nichts iiber die in vivo-Substrate von Erv1p bekannt. Deshalb wurden erste Experimente
initiiert. Die Substratsuche fiir Erv1p erfolgte iiber die Idee einer Substratfang-Methode durch

mutierte Erv1-Proteine. Das Prinzip des Substratfangs durch die Mutantenproteine wird durch

das folgende Modell erklirt:

1. Das Substratfang-Modell

Ervip und ein Ervip-Mutante C30S und ein
potentielles Substrat potentielles Substrat

S S

HS SH HS SH

. 55 HS o

CxxC CxxC
33-30 33 - 30
nukleophiler nukleophiler Angriff + Block des Transfers
Angriff
+ Transfer

Abb. 13a: Das Prinzip des Substratfangs durch die Mutantenproteine des Erv1ip.

1: Das Cysteinpaar Czp--Ca3 wird von einem Substrat (S) Gber die Sulfhydrylgruppe
angegriffen. Dabei sind die beiden méglichen Cysteine fiir den Angriff nicht gleichwertig.

2: Das Mutantenenzym C30S. Hier kann das Substrat nur noch eines der méglichen
Cysteine nukleophil angreifen. Der weitere Transfer wird blockiert.
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Ervip-Mutante C33S und ein Substrat

S S

HS SH HS S
A/ ] ==

o SH ®

CxxC

S

CxxC 33 -30
33-30
Substratfang
Mutanteneffekt = stabiler Komplex

Abb. 13b: Das Prinzip des Substratfangs durch die Mutantenproteine des Erv1p.

3: Das Mutantenenzym C33S. Hier kann das Substrat nur mit einem der Cysteine in Reaktion
gehen und die Disulfidbriicke bilden. Es entsteht ein stabiler Enzym-Substrat-Komplex. Die
Reaktion ist arretiert. Das Substrat ist gefangen.

Mit dem Modell erklart sich das Prinzip des Substratfangs. Die Sequenz des Erv1-Proteins

weist zwel CxxC-Motive auf.

I 11 111
[ ] I I I I
Ervip: C 30--33 130 133 159 ID
Substratklasse | Substratklasse Il strukturelle Disulfidbriicken Il
am N-terminus am redoxaktiven am C-terminus zur Fixierung
Zentrum der a-Helix (s. unter 5)

Die farbigen Proteine demonstrieren den besonderen Charakter des N-terminalen Bereiches
fir das Protein. Die Cysteinpaare sind nicht gleichwertig. Die folgende Western-Blot

Auswertung verdeutlicht das Substratfang-Prinzip und zeigt ein mogliches Substrat.
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2. Substratfang des Mutantenproteines C33S

WT C30S C33S C130S C133S

Dimer

Monomer
Ervip =

22 kDa

DTT - + - + - + - + - +

[kDa]

52

31

19
17

11

Abb. 14: Die Substratsuche in Hefe. Die Western-Blot Analyse der Ervip-Cysteinmutanten aus
Hefe im Vergleich mit dem 1.Ervip aus E. coli. Der verwendete Antikdrper war Anti-scErvip. Der

Rahmen markiert die Doppelbande von C33S und dem potentiellen in vivo-Substrat.

In Hefe wird unter den Bedingungen der kleinen Ansidtze und der Inkubation #i.N. eine

ausreichende Menge des Ervl-Proteins in Hefe expremiert. Nach dem Auftrag der

Proteinlosungen konnen das Monomer (22 kDa) und das Dimer (44 kDa) von Ervlp

identifiziert werden. Ervlp zeigt in den Analysen Homodimere. Beim Monomer der C33S-

Mutante des Erv1p findet sich eine etwa um 2 kDa grofere Proteinbande. Hier zeigt sich ein

mogliches in vivo-Substrat. Das an das Monomer C33S gebundene Substrat ist zur

Verdeutlichung mit einem Kasten umrandet.
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G. Die Substratsuche mit Hefe-Antikérpern gegen bekannte IMS

Proteine
Bei den Ervlp-Mutanten C30S und C33S der Abb. 14 treten Zwischenprodukte auf, die noch

genauer getestet werden konnen. Es wurden Western-Blot Filter mit den entsprechenden
Ervip-Mutanten hergestellt. Die Filter wurden mit bekannten Antikdrpern aus Hefe
hybridisiert und ausgewertet. Es wurde mit folgenden Antikorpern getestet: a-Trxp, a-Grxp,
a-Sodlp und a-Apo cytcp. Die Ervlip-Mutanten C30S und C33S wurden als
Mitochondrienfraktionen und aufgereinigte Proteinextrakte aus Hefe getestet und miteinander

verglichen.

NiNTA-Extrakt Mitochondrien NiINTA-Extrakt

C30S8 | C338 C305 | C335| C30S | C338

+— 40kDa

40kDa

Scdi1p - - ‘4—
anti-Sod1p
+ - + - DTT
anti-Sod1p

Abb. 15a: Die Substratsuche mit Anti-Sod1p. Es liegt ein Substrat-Enzym-Komplex unter nicht-
reduzierten Bedingungen vor.

Mitochondrien  NiNTA-Extrakt Mitochondrien  NiNTA-Extrakt

€308 |C338| €30S |C33S
TE ’

Mitochondrien  NiNTA-Extrakt

Grx1p -

Trxlp -
i - o

+-+-+-+-DTT + -+ - + -+ - DIT

Abb. 15b: Die Substratsuche mit Anti-Grx1p, -Trx1p und -Cytc. Es liegen keine Substrat-Enzym-
Komplexe vor.
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Bei der Ervlp-Mutante C33S findet sich ein spezifisches Signal unter reduzierenden
Bedingungen. Sodlp ist mit der Proteinlosung der Ervlp-Mutante aufgereinigt worden. Bei
nicht-reduzierenden Bedingungen findet sich eine 40 kDa Proteinbanden. Sie besteht aus dem
Sodlp (Substrat) und der Ervlp-Mutante (Enzym). Bei allen anderen untersuchten

Antikorpern fehlen die charakteristischen Signalmuster des Substrat — Enzym-Komplexes.
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Kapitel Il: Das Homologe Ervip der Sauger (Alrp)
A. Genkonstrukte

1. Herstellung der Fusionskonstrukte
Fiir die Lokalisation des Alrp in Sdugerzellen wurden verschiedene Konstrukte von ALR in

einem GFP-Vektor hergestellt und in verschiedene Zellkulturlinien transfektiert. In der
Gensequenz des Homologen Ervlp der Sauger (Alrp) finden sich drei ATG, die mogliche
Translations-Startstellen darstellen. Es soll untersucht werden, ob daraus Proteine resultieren.
Die moglichen Alrp-Varianten sollen in der Zelle lokalisiert und ihnen mogliche Funktionen
zugeordnet werden.

Die moglichen Konstrukte des ALR und die Proteine:

1.ATG 2.ATG 3.ATG
ALR /T | |T | 615bp

Volllangen- M I

protein | | 23 kDa
M
| | 21kDa
AN-Alrp
M
I I 15 kDa
M
N-Alrp [ | 3 kDa
[ |

Abb. 16: Schema zur Herstellung der ALR-GFP Konstrukte.

Alle Konstrukte von ALR fur das Volllangen-Alrp, die zwei N-terminal-deletierten Varianten und das 25
Aminosaure lange N-Alrp wurden in unabhéngigen Experimenten in die Mehrfachklonierungsstelle
(MKS) des verwendeten Vektors pEGFP-N1 kloniert.
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Mit speziellen Primern wurden mittels PCR von der cDNA Sequenz des Alrp im pEGFP-N1-

Vektor neue Fusionskonstrukte hergestellt.

Die Vektoren beinhalten die entsprechenden Genkombinationen fiir die Fusionsproteine:

Die Volllingenform von Alrp: ergibt das 23kDa Alrp + 30kDa GFP Fusionsprotein.
AN-Alrp: ergibt das 21kDa Alrp + 30kDa GFP Fusionsprotein.
AN-Alrp: ergibt das 15kDa Alrp + 30kDa GFP Fusionsprotein.
Das N-Alrp: ergibt das 3kDa Alrp + 30kDa GFP Fusionsprotein.
Die ALR+STOP Form: ergibt das 23kDa native Alrp.

Die neuen Vektoren mit den humanen ALR-Konstrukten wurden in Zellkulturen transfektiert.
Sie wurden fiir Lokalisationsexperimente von Alrp in der Zelle verwendet und lieferten die

nachfolgenden Ergebnisse.
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2. Expression der ALR-GFP-Fusionskonstrukte in Zellkulturen

Hier werden die Western Analysen zur Expression der ALR-GFP-Konstrukte vorgestellt, die

aus den Arbeiten mit HepG2 Zellkulturzellen resultierten.

53 kDa
51 kDa

45 kDa

33 kDa

Abb. 17: Expression der verschiedenen ALR-GFP-Konstrukte in HepG2 Zellen.

Flr die Western-Analyse wurde der Gesamtproteinextrakt aus den Zellkulturen aufgetragen. Z steht
fir die Zelllysate und M fir das Medium, indem die Zellen kultiviert wurden. Links sind die
Molekularmassen der Alrp-Varianten aufgeflihrt. Sie resultieren aus der Addition von GFP-Anteil und
Alrp-Variante. Nachweis wird mit Anti-GFP gemacht.

Man erkennt die vier verschiedenen Formen von Alrp-GFP in der Western Analyse. Je
transfektiertes Konstrukt wird in HepG2-Zellen ein entsprechendes Protein synthetisiert. Es
treten keine weiteren Translationsprodukte auf. Die Expression der ALR-GFP-Plasmide ist
unter den Bedingungen der verschiedenen Transfektionsraten konstruktabhédngig. So erkennt
man, dass die 53 kDa und die 51 kDa-Form am meisten, die 45 kDa und die 33 kDa Form am

wenigsten gebildet werden.

Die Transfektionsuntersuchungen der vier Konstrukte lieferten keine eindeutige Aussage. Die
transfektierten Zellen sind durch eine starke Expression der Fusions-Produkte gekennzeichnet
und zeigen fehlerhafte Lokalisationen. Deshalb sollten weitere Untersuchungen Auskunft

iiber die Fusionsprodukte liefern.



70

3. Expression der nativen Alrp-Form in Zellkulturen
Hier werden die Western-Analysen des nativen Alrp vorgestellt, die aus den

Zellkulturarbeiten mit HepG2 resultierten. Die transfektierten Zellkulturen wurden {iiber

mehrere Tage inkubiert.

24h 48h  72h

Alrp
23kDa ——

21 kDa ——

15kDa —— . .

Abb. 18: Die Western-Analyse des nativen Alrp unter verdnderten Kulturbedingungen.

Die Gesamtproteinextrakte von HepG2 Zellkulturen wurden nach der Transfektion der Volllangenform
von ALR im 24stindigen Rhythmus geerntet und untersucht. Getestet wurde mit Anti-huAlrp als
Primérantikorper.

Durch das ALR+STOP-Konstrukt werden drei verschieden lange Formen des Alrp expemiert
und in den HepG2-Zellen identifiziert. Der Regulationsvorgang fiir Alrp in den Zellen kann

eingegrenzt werden. Die Befunde deuten auf differentielle Translation hin.

Es ist nicht méglich, tiber das in vitro-System der Zellkulturen auf den biologischen Sinn des
Alrp in der Zelle zu schlussfolgern. Es bestehen komplizierte Wechselwirkungen zwischen
den Zelltypen der Kulturen, den Konstrukten und den Bedingungen der Anzuchten (Zeitdauer,

Serumentzug).
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B. Fraktionierungen

Zur Lokalisation des Alrp in der Zelle wurden Mitochondrienisolationen aus der Leber von
Maus und Ratte angefertigt. Die Fraktionierungsschritte sollten Auskiinfte iiber die

subzellulare Lokalisation des Alrp in den Zellen von Geweben geben.

1. Mitochondrienisolation aus Maus-Leber

Mitochon-

ka G U1 U2 P drien

} Alrp-Dimer

Alrp-Monomer:
23kDa

21kDa

+ + o+ + - + DTT
Abb. 19: Die Western Analyse verschiedener Fraktionen einer Mitochondrienisolation aus
Leber von Maus. Die Proteinlysate wurden verdlnnt aufgetragen und mit dem Antikorper gegen Alrp,
CoxVb und Cytochrom c getestet. Die Abkirzungen bedeuten: Gesamtlysat (G), Uberstand (U1 und
U2) nach den Zentrifugationen und das Pellet (P), dass die Mitochondrienfraktion enthalt.

Alrp konnte in den Mitochondrienfraktionen des Lebergewebes von Maus lokalisiert werden.
Es kommt dort mit der 23 kDa und 21 kDa Variante von Alrp vor. Die
Mitochondrienfraktionen zeigen das Monomer und das Dimer der Alrp-Varianten. Das
Shiften des Alrp durch die Verwendung des DTT dient als ein Beweis fiir den Nachweis von

Alrp.

CoxVb und Cytochrom ¢ wurden als Kontrollen fiir die Aufreinigung iiber die Fraktionen
benutzt. CoxVb ist ein Bestandteil der inneren Mitochondrienmembran und dient hier fiir die

Identifikation der Assoziation von Proteinen mit den Mitochondrien. Cytochrom c ist ein
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membranassoziiertes Protein der inneren Mitochondrienmembran und dient bei den in vitro-
Versuchen fiir den Nachweis das 16slichen Proteinanteils von Cyt ¢ im Zytoplasma und zeigt

im Western Blot-Filter freigesetztes Cyt ¢ aus den Mitochondrien an.

2. Blut von regenerierenden Lebern aus Ratte
Zur Lokalisation von Alrp in Zelle und Gewebe wurde Blut von Ratten untersucht. Die Ratten

befanden sich alle im Zustand der Regeneration ihrer Lebern.

Mito.- Serumproben
fraktion| regeneriernder Rattenlebern
kDa Ratte | Oh 3h 6h 12h 24h

31
- Alrp
—23 kDa
19 —21 kDa
+ - + + + + + - DTT

Abb. 20: Serum aus Rattenblut regenerierender Lebern.

In der Western Blot Analyse wird der Serumanteil des Blutes von regenerierenden Ratten mit anti-Alrp
untersucht. Die Mitochondrienfraktionen sind von Normalratten, die Serumproben aus Blut von
regenerierenden Lebern der Ratte. Die Probe Oh dient der Kontrolle, die 24h Proben wurden flr den
Test auf Alrp-Varianten als reduzierte und nicht-reduzierte Probe aufgetragen.

Die Serumproben aus dem Blut regenerierender Ratten zeigen die 21 kDa Form von Alrp. Der
Shift der 24 h Probe ist erfolgreich. Die Mitochondrienfraktionen aus der Ratte helfen, die

Varianten des Alrp zu definieren.
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3. Zusammenstellung: Serum, Zytoplasma und Kontrollen
Hier wird die Expression von Alrp wihrend der Leberregeneration im Zytoplasma von

aufgeschlossenen Zellen und in der Serumfraktion des Blutes zu unterschiedlichen Zeiten

dargestellt. Zur Kontrolle wird mit bekannten Antikorpern getestet.

Zytoplasma Serum
93 6 12 24 0 3 6_1224 [h]

Alrp

23kDa - Alr

21kDa * =" 21kaa
L

Aktin P

Thio-

redoxin | . = t

Abb. 21: Die Serumfraktion aus Blut und die cytoplasmatische Fraktion aus aufgeschlossenen
Zellen von unterschiedlich lange regenerierenden Rattenlebern.

Der Nachweis wurde mit Anti-Alrp gemacht. Zur Kontrolle sind die Filter mit Anti-Aktin und Anti-
Thioredoxin getestet worden. Das Sternchen® markiert die unspezifischen Reaktionen des
Sekundarantikérpers mit IgG des Serums.

Nachweis der 23 kDa und 21 kDa Varianten des Alrp im Zytoplasma. Uber den Zeitraum der
Regeneration wird im Zytoplasma kein gleichméBiger Nachweis beider Alrp Varianten
gefunden. Nachweis von Alrp im Serum. Im Serum wird die 21 kDa Variante von Alrp
erkennbar. Der Thioredoxin Antikdrper markiert die zytoplasmatischen Fraktionen und findet
sich nicht im Serum. Aktin findet sich im Zytoplasma, nicht im Serum. Thioredoxin ist ein
losliches zytoplamatisches Protein und ein Nachweis fiir Zellstress oder Zellschidigung. Mit

dem Antikorper kann getestet werden, ob ein Alrp Nachweis im Serum durch Zellinhalt
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verursacht wird. Ein Indiz fiir eine gute Prdparation ist der Test mit Aktin. Es ist ein

Zellbestandteil und darf nicht im Serum auftreten.
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C. Exkretion von Alrp

1. Exkretion der Volllangenform von Alrp in Zellkulturen unter
Langzeitkulturbedingungen
Die HepG2 Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 72 Stunden nach der Transfektion mit

dem ALR+STOP-Vektor kultiviert. Es wurden Zelllysate und Medien im Western-Blot
analysiert und mit verschiedenen Antikorpern getestet. Das 72h Medium wurde eingeengt.

Die Untersuchung des Mediums sollte Auskunft geben, ob Alrp aus der Zelle exkretiert wird.

Zur Kontrolle dient Hsp70. Es ist ein 10sliches Protein im Zytoplasma der Zellen. Es ist in
groBen Mengen in der Zelle nachweisbar und sollte Auskunft dariiber geben, ob dass

gefundene Alrp exkretiert wird oder ob es durch Zelllyse ins Medium gelangte.

Zellen Medium
24h 48_r_!‘____7'2h 2f_l_h 48h 72h

+ + o+ + + + DTT

Abb. 22: Exkretion der Volllangenform von Alrp (23 kDa) in HepG2 Zellkulturen unter ldngeren
Kulturzeitraumen zwischen 24h bis 72h.

Es wurden Zellysate und die Kulturmedien untersucht. Aliquots der Zellen wurden alle 24h geerntet.
Die Antikérper fiir einen Nachweis waren Anti-Alrp und Anti-Hsp70.

Unter diesen Versuchsbedingungen wird die 23 kDa Form von Alrp im Zellysat

nachgewiesen. Das Auftreten der Alrp Banden im Nihrmedium basiert hier nicht auf



76

unspezifischem Zellsterben. Es ist ein aktiver Vorgang der Zellen, andernfalls miisste im

Medium Hsp70 in hoheren Konzentrationen auftreten.

2. Exkretion des nativen Alrp in Zellkulturen unter Langzeitkulturbedingungen
Die Exkretion wurden hier unter Langzeitkulturbedingungen untersucht. Es sollte untersucht

werden, ob das GFP-Konstrukt eine Auswirkung auf die Translation in der Zelle hat. Die
Zellkulturen wurden iiber einen ldngeren Zeitraum untersucht und alle 24 Stunden geerntet.

Analysiert wurden die Zelllysate und die Medieniiberstinde.

HepG2 Medium Mediumye,.
24 48 72 | 24 48 72 |24 48 72 kDa

Alrp 31
23 kDa — S g "
17
15 kDa —
a1
DTT + + + + + + + o+ +

Abb. 23: Exkretion der nativen Alrp Varianten.

Die Western Blot Analyse zeigt Alrp-Varianten in Zellkulturen, die von 24h bis 72h kultiviert wurden.
Das Zellysat, das Nahrmedium und das konzentrierte Medium wurden untersucht. Der Nachweis wird
mit Anti-GFP gemacht. Das Nahrmedium aus den Zellysaten ist 20fach konzentriert.

Unter diesen Versuchsbedingungen konnen alle drei Varianten von Alrp nachgewiesen
werden. Die Konzentration der Proteine steigt iiber den Kultivierungszeitraum an und ist im

aufkonzentrierten Ndhrmedium nachweisbar.



77

3. Zusammenstellung: Exkretion des nativen Alrp unter serumfreien
Bedingungen

Die Zellkulturen wurden mit serumfreien Nihrmedium kultiviert. Die HepG2-Zellen wurden
mit dem Vollldangenkonstrukt von ALR transfektiert, kultiviert und analysiert. Serumfreies
Medium wurde verwendet, um auszuschlieBen, dass die Zellen Alrp aus Griinden der zu guten
Nihrstoffversorgung produzieren. Die Zellen sollten durch den Serumentzug in eine Form

von Stress versetzt werden.

Serum ohne Serum Kontrollen
Zellen Medium | Zellen  Medium HepG2 Ratten-
mito.
48 72‘48 72¢| 48 72‘ 48 72k kDa
=
&
Alrp: 3
23 kDa — : - . e wee . 23kDa
21 kDa — | 19 — — 21kDa
15kDa — W% 17
DTT + + + o+ + o+ + + + o+

Abb. 24: Die Zusammenstellung zeigt das expremierte Alrp in Zellkultur unter serumfreien
Bedingungen und die Kontrollen.
Die Zellen wurden mit dem ALR+STOP-Konstrukt transfektiert und bis zu 72 h kultiviert. Die 72 h
Medium-Probe wurde 20fach konzentriert (K). Es wurde mit serumfreiem und serumhaltigen Medium
kultiviert. Als Kontrollen wurden Mitochondrien aus Rattenleber und das native Alrp aus humanen
HepG2-Zellen verwendet (Anti-Alrp).

Es besteht kein Unterschied bei der Verwendung von serumfreien oder serumhaltigen
Medium fiir die Expression des Alrp in HepG2-Zellen. Nachweis von Alrp in HepG2 Zellen
und von Alrp in den konzentrierten Mediumproben. Zur Identifikation des Alrp dienen hier
Mitochondrienfraktionen und die 23 kDa Alrp-Variante aus HepG2 Zellen. Die Tests wurden

in neun unabhéngigen Versuchen wiederholt und reproduziert.
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D. Zellkulturen

1. Verschiedene Zelltypen im Vergleich

Hier wurden verschiedene Zellkulturlinien wie Cos.7, HepG2, H42-E, Primédre Hepatocyten
oder 143-B Zellen miteinander verglichen. Es sollte untersucht werden, welche Alrp-
Varianten expremiert werden. Dazu wurden die Zellkulturen mit dem ALR+STOP-Konstrukt

unter Verwendung verschiedener Transfektionsmethoden transfektiert.

DOSPER Super Fect

A A
4 =\ 4 A
e
o ©

)

> Q.
L o © Q
t\ll = O o I
om < :C ""u' 0 om uIJ .
o T Ea 2o & o E
< = O (V] < < e
- o I kDa I - L QA

23 kDa
21 kDa

+ + o+ + + + o+ DTT

Abb. 25: Zusammenstellung verschiedener Zelltypen und Transfektionsmethoden.
Es wurde sechsmal mit der DOSPER-Methode und je dreimal mit der Effekten- und Super Fect-
Methode transfektiert. Der Nachweis wird mit Anti-Alrp gemacht.

Der Test mit verschiedenen Transfektionsmethoden und derselben Menge Alrp ergibt, dass

alle Zellkulturen transfektierbar und alle Methoden verwendbar sind.

In der nachfolgenden Tabelle 21 wird zusammengestellt, welche Alrp-Varianten nach der

Transfektion in verschiedenen Zelltypen nach ca. 24h gefunden werden.
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Tabelle 21: Die Zelltypen mit den exprimierten Alrp-Varianten. Die Zellkulturen wurden

nach 24 Stunden geerntet und untersucht.

Zellkulturen ALR Protein mittlere Transfektionsrate in %
Konstrukte Variante
Priméare 2 23 kDa 13,4 %
Hepatocyten 21 kDa
143 B 2 23 kDa 44,0 %
(21 kDa)
HepG2 1 23 kDa 13,4 %
H42-E 1 23 kDa 11,4 %
Cos.7 1 23 kDa 70,0 %
21 kDa
15 kDa

Es werden in verschiedenen Zelltypen verschiedene Varianten des Alrp gebildet. Es entstehen
immer kiirzere Produkte. Zur Diskussion stehen deshalb eine Regulation iiber differentielle
Translation oder Protein-Prozessing. Hier konnen alle Spei3-Prozesse ausgeschlossen werden,

da fiir die Transfektionen die cDNA benutzt wurde.
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2. Leberzelllinien: HSC
Die Leber wird aus unterschiedlichen Zellen aufgebaut. Durchzogen von Gefden und

Gallengingen hat sie eine kompexe Ausstattung von Zelltypen. Verschiedene Zelltypen des
Lebersystems sind der Regeneration fihig. Darum wurde untersucht, ob eine differentielle
Darstellung verschiedener Zelltypen einen Aufschluss geben kann iiber das Auftreten von
Alrp in der Leber. In ersten Untersuchungen wurden SEC (Sinus Endothelzellen), HSC
(Hepatische Lebersternzellen) und KC (Kupffersche-Zellen) untersucht. Nur in HSC-Zellen
wurde Alrp nachgewiesen. Der spezielle HSC Leberzelltyp wurde als Zeitreihe weiter
untersucht. Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum zwischen 1 bis 28 Tage kultiviert. Das

Zelllysat wurde mit Anti-Thioredoxin und Anti-Alrp analysiert.

H SC Ratten-

[d] 12 7 14 21 28 mitochon-
kDa  drien HepG2

Alrp
23kDa — 31
— o
21kDa § -
—19
—17 ‘
Trxp—— - . -
DTT + + + + + + T +

Abb. 26: Spezielle Leberzelllinien in der Western-Analyse bei unterschiedlich langen
Kulturbedingungen.

Zur Kontrolle sind die Mitochondrienfraktion aus Rattenleber und die 23 kDa Alrp-Variante aus
humanen Zellkulturen aufgetragen. Nachweis wurde mit Anti-Alrp und Anti-Thioredoxin gemacht. Vom
Gesamtproteinlysat wurden 30ug aufgetragen.

Die speziellen HSC Leberzellen aus Ratte zeigen die 23 kDa und 21 kDa Formen von Alrp.
Uber den Zeitraum der Kultivierung ist keine signifikante Konzentrationsinderung
nachweisbar. Trxp kann in den HSC-Zellen mit gleichbleibender Konzentration iiber die

Zeitreihe hinweg nachgewiesen werden.
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E. GFP-Fluoreszenz transfektierter Zellkulturtypen

1. Verschiedene Alrp-Fusionsproteine im selben Zelltyp
Die ALR-GFP-Plasmide wurden in 143-B Zellen transfektiert, um die Lokalisation in der
Zelle zu untersuchen.

143-B 23 kDa Alrp 143-B 21 kDa AN-Alrp

143-B 21 kDa AN-Alrp 143-B 21 kDa AN-Alrp

143-B 15 kDa AN-Alrp 143-B 15 kDa AN-Alrp

3 kDa N-Alrp 143-B 15 kDa AN-Alrp

Abb. 27a: Die Fotos zeigen die fluoreszierenden Zellen des 143-B Zelltyps. Die linke Spalte zeigt
die vier verschiedenen Fusionskonstrukte von Alrp-GFP in den Zellen. Die rechte Spalte zeigt Fotos
der beiden N-terminal verkirzten 21 und 15 kDa Varianten von Alrp. Es wird abwechselnd die griine
GFP-Fluoreszenz und die rote MitoTracer-Fluoreszenz gezeigt.

Die 23 kDa und 15 kDa Alrp-Varianten markieren hauptsidchlich mitochondrial und kernnah.
Die 21 kDa AN- und N-Alrp Varianten markieren zytoplasmatisch und iiberstrahlt den ganzen
Zellinnenraum.
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2. Die Volllangenform von Alrp in unterschiedlichen Zelltypen

Die Volllingenform des Alrp wurde in verschiedene Zelltypen transfektiert, um mit Hilfe des

GFP-Fusionsproteins die Lokalisation des Alrp in der Zelle festzustellen.

Priméare Hepatoq;en

Abb. 27b: GFP-Fluoreszenz von verschiedenen Zelltypen und der Vollldngenform von Alrp.

Die abgebildeten Zelltypen wurden in Western-Analysen untersucht, um Aussagen iiber die
expremierten Alrp-Varianten zu machen. Aufgrund des Charakters der Fluoreszenzsignale,

scheinen verschiedene Lokalisationen fiir Alrp in der Zelle zu bestehen.
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F. Alrp-Modell

Hier wird eine Zusammenfassung der Daten iiber Alrp in Form eines Modells vorgestellt. Es

werden die beschriebenen und identifizierten subzellularen Lokalisationen der Alrp-Varianten

in verschiedenen Zellen und Geweben gezeigt.

Kern
15 kDa (Lit.)
ALR
Mitochondrium
Translation

—~ Alrp

im Zytosol
extrazellular

21kDa

Abb. 28: Schema zur Verteilung der Alrp-Varianten in der Zelle.
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G. Stabilitat von Alrp

Das Auftreten verschiedener Varianten von Alrp in Herz- und Lebergewebe ermdglicht die
Untersuchung zum Abbauverhalten der Alr-Proteine. Es folgen Untersuchungen zur Stabilitit

des Alr-Proteins.

Leber Herz Leber / Herz
Pj 1 5 10'|Pj 1 5 10" kpa |1' 5 10" Pk.
Alrp:
_ 23kDa
——21kDa
+ 4+ + + + + o+ o+ + + + + DTT

Abb. 29: Abbau der Alrp-Varianten in Gewebe von Ratte.

Herz und Lebergewebe wurden aufgeschlossen. Es wurden Leber-, Herz- und Leber/Herz-
Mischproben aufgetragen. Gestoppt wurden die Abbauvorgange mit einer 5minitigen Inkubation bei
60°C. Die Gesamtproteinanteile wurden im Western-Blot analysiert. Die Abklrzungen bedeuten: Pj ist
eine Probe mit Proteaseinhibitor in Tris-Puffer; 1'-10' sind Proben, die zwischen 1min, 5min und 10min
bei 37°C in PBS inkubiert wurden; Pk ist eine Probe mit Zugabe von Proteinase K. Der Nachweis wird
mit Anti-Alrp gemacht.

Alrp ist durch Proteinase K vollstindig abbaubar, die Proteine werden nicht spezifisch
geschiitzt. In Leber und Herz kommen die 23 kDa und 21 kDa Varianten von Alrp vor. Die
Herzformen von Alrp zeigen eine andere Molekularmasse als die Leberformen. Hier liegt ein
gewebespezifischer Unterschied vor in der Expression des Alrp. In der Leber iiberwiegt die
23 kDa Variante. Im Herzen kann kein Unterschied in der Verteilung der beiden Alrp-
Varianten gefunden werden. Durch Inkubation in PBS wird ein spezifischer oder
unspezifischer Abbau nach ZellaufschluB3 untersucht. Dabei wurde belegt, dass es einen
leichten unspezifischen Abbau zwischen 1-10 Minuten gibt. Die 15 kDa Variante wird hierbei

nicht erzeugt.
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H. Alrp in regenerierender Leber

1. Gewebeextrakte

Leberzellen haben wiéhrend ihrer Differenzierungsphase ihre Teilungsfahigkeit nicht
eingebiifft. Sie konnen bei Bedarf fiir ihre eigene Vermehrung sorgen. Nach Schiadigung oder
nach partieller Hepatektomie werden die Leberzellen zur Teilung stimuliert. Die Leber
regeneriert. Fir Untersuchungen iiber Alrp wurde mit den Analysen regenerierender

Leberzellen die natiirliche Situation in vivo nachvollzogen. Es wurden dabei Gesamtextrakte

untersucht.
Kontrolle Kontrollen Regenerierende
Normal- Schein-OP Lebern
leber Lebern
h 3 3 243648 |3 24 36 48 48
Alrp:
23 kDa _—
21 kDa _
CoxVb —
DTT + + - + + + + + + o+ -

Abb. 30: Gewebeextrakte regenerierender Lebern und Kontrollratten.

Den Schein-OP Tieren wurde ein Operationsschock versetzt und identisch behandelt. Die
Lebergewebsextrakte von regenerierenden Ratten stellen Tiere nach  durchgeflhrter
Hemihepatektomie dar. Die Lebern konnten noch 3 bis 48 Stunden regenerieren. Jeder untersuchte
Zeitpunkt entspricht einer Ratte. Getestet wurde mit Anti-Alrp und Anti-CoxVb.

Alrp wird mit der 23 kDa und 21 kDa Variante in den Gewebeextrakten nachgewiesen. Es ist
kein Unterschied zwischen den regenerierenden Tieren und den Kontrollen zu erkennen. Es
ist keine signifikante Zu- oder Abnahme der Konzentration von Alrp zu erkennen. Der Test

mit Cox Vb zeigt, dass im Gesamtextrakt mitochondriales CoxVb nachzuweisen ist.
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2. Das natiirliche System der Leber - Zusammenfassung

Serum
Mitochondrien- Gesamtextrakt regenerierender regenerierender
fraktion Ratten Ratten

Normalleber

3 3 24 36 48 |24 24 h

Dimer

Alrp
23kDa
21kDa

+ - -+ 4+ o+ o+ - DTT

Abb. 31: Zusammenfassung der Daten liber die regenerierende Leber von Ratte.

Von links nach rechts: Mitochondrienfraktionen von Normalratten, regenerierende Rattenleberextrakte
und Serum aus Blut von regenerierenden Ratten. Fir jede Probe war die Proteingesamtkonzentration
bekannt und es wurden je untersuchte Probe 30 pg Protein aufgetragen. Untersucht wurde mit Anti-
Alrp.

In der Zusammenstellung iiber die Rattenleber im regenerierenden Zustand kann die 23 kDa
und die 21 kDa-Variante von Alrp analysiert werden. Die 21 kDa Variante von Alrp wird als

einzigste Variante im Serum der Ratten gefunden.
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3. Das Modell der Leberschadigung durch Fibrose
Alrp ist als ein Leberfaktor beschrieben worden, der bei Regeneration vermehrt auftritt. Die

Regeneration stellt eine natiirliche Situation in der Leber dar, daher ist der Vergleich mit
einem bekannten Krankheitsbild der Leber, der Fibrose sinnvoll, um das Expressionsverhalten

von Alrp in einem kranken System zu untersuchen.

Ratten wurden mit CCly (Tetrachlorkohlenstoff) iiber die Nahrung vergiftet. Die Vergiftung

16st in der Leber in kurzer Zeit Fibrose aus.

8d 14 d 21d
0123 01 23|01 23

Abb. 32 : Das Fibrose-Modell mit CCl,.

Es wurden Gewebeextrakte von fibrosen Tieren analysiert. Die Ratten wurden nach 8, 14 und 21
Tagen der Vergiftung mit Tetrachlorkohlenstoff getétet und untersucht. Die Ziffern 0-3 geben
verschiedene Tiere an. Null sind Tiere ohne Fixierungsmittel (native Lebern), 1-3 sind vergiftete Tiere.
Die auBeren beiden Spuren ziehen praparationsbedingt die Banden nach. Ein * markiert eine
unspezifische Bande durch den Sekundérantikérper.

Unter diesen speziellen Bedingungen der Vergiftung im Testsystem, gibt es keine signifikante
Verdnderungen der Expression des untersuchten Proteins Alrp. Alrp zeigt bei diesem

Krankheitsbild keine Konzentrationsverdnderung.
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l. Immunzytochemische Untersuchungen

Die vorhergehenden Ergebnisse geben fiir Alrp Hinweise auf die Varianten des Alrp, aber
geben keine Hinweise auf die Lokalisation von Alrp in der Leber. Die Gewebeschnitte
werden im Folgenden in spezifischer Weise angesehen, indem die Zielproteine mit
Antikorpern lokalisiert werden. Die Antikorper waren vorhanden und lieferten die folgenden

Ergebnisse:

1. Video-Mikroskopie mit Nachweis liber Alkalischer Phosphatase
Hier ist der Sekunddrantikorper mit Alkalischer Phosphatase konjugiert.

24h regenerierende Rattenleber, Normalleber,
unfixiert unfixiert

A A e 5%‘ £ 'ﬂmfz
Abb. 33: Immunzytochemische Untersuchungen. An 24 h regenerierenden Rattenlebern und den
Kontrollen von Normalleber wurden mit Anti-Alrp als Primarantikdérper und mit Alkalischer
Phosphatase als Sekundérantikdrper Untersuchungen durchgefihrt. Die VergréBerung der Fotos ist
1000fach.

Das regenerierende Lebergewebe von Ratten zeigt im Vergleich mit Normallebern ein starkes

Signal fiir Alrp. Das Signal kann nicht eindeutig lokalisiert werden.



2. Fluoreszenz-Mikroskopie
Die Zielproteine in den regenerierenden Lebern der Ratten werden mit dem spezifischen

Fluorochrom (CY3) des Sekundirantikorpers nachgewiesen. Alle folgenden Aufnahmen

zeigen fiir jeden Zeitpunkt Ausschnitte aus den Lebern.

Alrp 3h 24h

Abb. 34a: CY3-Fluoreszenz-Fotos des Alrp in regenerierender Leber von Ratten.
Der Priméarantikérper war Anti-Alrp, Sekundérantikérper war Kaninchen-CY3. Die Lebern waren
zwischen 3 h bis 48 h regeneriert. Die VergréBerung der Fotos ist 1000fach.

Um Alrp eindeutig in der Leber zu lokalisieren musste mit Antikorpern gegen bekannte
Zellstrukturen oder —proteine untersucht werden. Im folgenden sind die Hybridisierungen mit

Anti-Porin gezeigt. Porin ist ein Auenmembranprotein der Mitochondrien.

Porin 3h 24h

Abb. 34b: CY3-Fluoreszenz-Fotos des Porin in regenerierenden Lebern von Ratte.
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Im folgenden sind die Hybridisierungen mit Anti-CoxVb gezeigt. CoxVb ist ein fester
Bestandteil der inneren Mitochondrienmembran und dient hier als ein Nachweis fiir ein

Protein der Atmungskette.
CoxVb 3h

Abb. 34c: CY3-Fluoreszenz-Fotos des CoxVb in regenerierenden Lebern von Ratten.

Als Kontrollen fiir die Untersuchung dienten 24stiindig regenerierende Lebern, hybridisiert

mit Alrp und CY3 im Vergleich zu Schein-OP-Ratten und normalen Ratten.

Leberregeneration 24h, Alrp (Cy3)
100x (250:1)

Leber Schein-OP 24h, Alrp (Cy3)
100x (250:1)

Abb. 34d: Die Kontrollen fur die Leber Kontrolle ohne Antikérper mit CY
immunzytochemischen Fluoreszenzunter-

suchungen an regenerierenden Lebern
von Ratten.

Links ist ein Gewebeschnitt von 24h
regenerierenden  Material mit  Anti-Alrp
getestet. Rechts ist Leber von
scheinoperierten Tieren und Rechts unten ist
Kontrollmaterial ohne Primarantikdrper fir
den Nachweis des Hintergrundsignals.
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Die regenerierenden Lebern zeigen fiir Alrp charakteristische Signale, die die Schein-OP
Tiere nie zeigen. Das Signal fiir Alrp in Lebergewebe zeigt eine Art Triibe fiir die gesamte
Zellen und eine Akkumulation in den Mitochondrien. Die Signale sparen die Zellkerne aus.
Das erscheint bei den 24h Lebern als eine "Loch"-Struktur. Uber die verschiedenen Zeitriume
der Regeneration zwischen 3h bis 48h werden immer dieselben charakteristischen Signale und
Muster in den Schnitten gefunden, die Alrp hinterlédsst, zu sehen in Abb. 34a. Typisch sind

dabei die Akkumulationen und eine Delokalisation des Alrp-Signals.

Abb. 35a: Alrp in Lebergewebe. Abb. 35b: Porin in Lebergewebe:
Mitochondrien.

Mit Porin werden die Mitochondrien der Leberzellen identifiziert, was in Abb. 34b und 35b zu
sehen ist. Die Signalstidrke des Porins ist iiber alle Zeitpunkte der Regeneration gleich und
zeigt dieselbe Charakteristik. Das Signal ist nur an den Mitochondrien gebunden und ldsst die
Zellen klar erscheinen. Die intensiven Signalbereiche bei 48h-Porin erfasst die neugebildeten
Zellen. Sie enthalten schon dieselbe Mitochondriendichte wie ausgewachsene Zellen,

aufgrund des geringeren Zellvolumens erscheint das Porin-Signal intensiver.

Mit CoxVb werden die Mitochondrien der
Leberzellen identifiziert. Es ist ein viel
schwicheres Signal als dass von Porin oder Alrp.
Die "Loch"-Strukturen sind hier auch erkennbar.
Das Signal des CoxVb iiber die verschiedenen

Zeitpunkte der Regeneration ist gleich. Die

Regeneration der Leber ist nicht an dem Signal des

Cox Vb nachvollziehbar.

Abb. 35c: CoxVb in Lebergewebe

Die Fluoreszenz-Untersuchungen geben eine spezifischere Auskunft iiber die untersuchten
Proteine als die Untersuchungen mit Alkalischer Phosphatase, siche Abb. 33. Bei Alkalischer
Phosphatase lassen sich Ja — Nein Aussagen fiir das Vorkommen des Alrp in Lebergewebe

treffen. Eine Lokalisation ist dabei nicht moglich.
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V. Diskussion

A. Ervip aus Hefe

Die Hefe besitzt neben Ervlp eine zweite spezielle Sulfhydryloxidase, die mit Erv2p
bezeichnet wurde. IThre Gen- und Proteinsequenzen konnten aufgekliart werden (Stein und
Lisowsky 1998, Lee et al. 2000). Der dabei gefundene Doménenaufbau gab Hinweise auf den
funktionellen Mechanismus der Proteine. Das ERV2-Gen weist entfernte Homologien zum
ERVI-Gen auf. Bei Komplementationsuntersuchungen mit den Genen konnte ERV2 die
ERVI-Funktionen nicht iibernehmen (Stein und Lisowsky 1998). ERV2 steht daher nicht im
essentiellen Zusammenhang mit Wachstumsfunktion der Zelle. Das Protein Erv2p besitzt 196
Aminosduren. Erv2p ist die erste Sulthydryloxidase, die in den Mikrosomen des
Endoplasmatischen Retikulums gefunden wurde (Gerber et al. 2001). Trotz der verschiedenen
subzellularen Lokalisation zeigen die beiden Hefeproteine funktionelle Ahnlichkeiten. Sie
bilden Dimere, enthalten ein konserviertes YPCxxCA-Motiv in ihrer C-terminalen Doméne,

binden FAD als Cofaktor und Kkatalysieren die Bildung von Disulfidbriicken in

1 72 @ 189
c c

Ervip N -CxxC-

1 69 Vo ) 196
Ervep NN GeG 6 EEEC 22 kpa

10% ldentitat | 30% ldentitéat

Proteinsubstrate.

C 22 kDa

Abb. 36: Der bekannte Doménenaufbau von Ervip und Erv2p im Vergleich. Die aminoterminalen
Domé&nen mit ca. 70 Aminosauren zeigen im Vergleich zwischen den Proteinen eine geringe
Sequenzahnlichkeit. Die konservierten carboxyterminalen Domanen weisen eine 30%ige Identitat
zwischen den homologen Proteinen auf (Gerber et al. 2001).

Beim Vergleich von Hefe Ervlp mit Erv2p zeigen die aminoterminalen Dominen keine
signifikanten Sequenzihnlichkeiten miteinander oder mit anderen Proteinen. Die
carboxyterminale Domine hat eine 30%ige Aminosdureidentitit. Die Region um das CxxC-
Motiv weist in beiden Proteinen identische Aminosduren auf. Ervlp beinhaltet ein Paar von
Cysteinen in der aminoterminalen Doméne, das nicht im Erv2p vorkommt. Dafiir hat Erv2p
zwei Cysteinreste in der carboxyterminalen Doméne, die nicht im Ervlp gefunden werden.

Das letzte carboxyterminale Cysteinpaar des Erv2p befindet sich in einem flexiblen Arm des
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Proteins. Dadurch ist es an der de novo Synthese von Disulfidbriicken in Substratproteine

beteiligt (Gross et al. 2002).

Die vorliegende Rontgenkristallstruktur der katalytischen Doméne von Erv2p der Hefe kann
als Grundlage fiir ein 3D-Modell zum Aufbau des Ervlp dienen (Hofhaus et al. 2003), Abb.
37. Die Erv2p-Struktur deutet auf einen intra- und intermolekularen Disulfid-Ubertragungs-
Mechanismus hin (Gross et al. 2002). Beim 3D-Ervip-Modell steht die Betrachtung des
enzymatisch aktiven und hoch konservierten C-terminalen Doméine im Mittelpunkt und dient
der Beantwortung der Frage nach den funktionell wichtigen Cysteinen im Ervlp. Es werden
neue eigene Daten zur Funktions-Struktur-Beziehung und zur Dynamik des neuen Ervlp-

Modells vorgestellt, die sich aus meinen Untersuchungen ergeben haben.

Das 3D-Ervip-Modell

C1 59_C176

Abb. 37: Strukturmodellierung von Hefe Ervip aus den Daten fiir Erv2p. Die farbigen Kiivetten an
den Cysteinen enthalten die entsprechenden gereinigten Proteinldsungen der Cysteinmutanten des
Ervip. Die Aminoséduresequenz des Ervip ist grin, das FAD gelb und die Disulfidbricken und das
CxxC-Motiv des redoxaktiven Zentrums sind rot gezeichnet.

Die C-terminale Domine des Ervlp formt fiinf a-Helices, die eine interne Tasche bilden.
Diese Tasche nimmt das FAD auf, dass mit den Cysteinen C130 und C133, die das CxxC-

Motiv des redoxaktiven Zentrums bilden, in Wechselwirkung tritt. Die fiinfte Helix wird
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durch die strukturellen Cysteine C159 und C176 stabilisiert und fixiert das FAD in der
Tasche. Die gereinigte Proteinlosung der Cysteinmutante C159S ist farblos. Es liegt der
vollige Verlust des FAD vor (Lee 2002). Ist die Position C159 mutiert, verliert das Erv1p sein
FAD. Ein Verlust an FAD erfolgt in diesem Malle nicht, wenn die Position C176 mutiert ist.
Bei der C176S-Mutante ist die gereinigte Proteinlosung gelb. Das Ervlp behilt seine FAD-
Bindungseigenschaft. Die Mutation an der Stelle C176S stort mit der Serin OH-Seitengruppe
nicht die FAD-Bindung. Anders ist es, wenn die Mutation an Position C159S vorliegt. Hier
wirkt die polare Seitengruppe des Serins auf die Stabilitit des FAD in der Bindungstasche.
Die polare Gruppe blockiert oder destabilisiert das FAD. Das Redox-Zentrum steht in
Wechselwirkung mit dem Isoalloxazinring des FAD. Ist die Delokalisation der Elektronen
durch Mutationen an den Cysteinen C130 oder C133 gestort, zeigt sich eine andere Farbe in
den Proteinlosungen der beiden Cysteinmutanten von Ervlp. C130S ist orange und C133S ist
schwach gelb. Das die beiden Cysteine des CxxC - Motives nicht gleichwertig sind, zeigen
die sehr unterschiedlichen Farben. Die Farben zeigen einen verdnderten Elektronentransfer

oder eine Elektronentranslokation an. Das Gelb zeigt FAD-Bindung an.
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Abb. 38: Dimerisation des Ervip. Zwei Monomere des Ervip treten Uber ihre CxxC-Motive
miteinander in Wechselwirkung. Das Dimer wird Ober Disulfidbriicken kovalent verbunden.

Die Untersuchungen machen sichtbar, dass Ervlp neben der Monomer- und der typischen
Dimerform auch in hoheren Komplexen akkumuliert. Das Dimerisationsmodell in Abb. 38
zeigt den Zusammenschluss zweier homologer Monomere in antiparalleler Weise. So treten
immer das N-terminale CxxC-Motiv eines Monomers mit dem jeweiligen gegeniiberliegenden
CxxC-Motiv des redoxaktiven Zentrums des zweiten Monomers in Wechselwirkung und
fixieren iiber neue Disulfidbriicken das Dimer. Die Arbeiten mit Ervlp zeigen, dass bei in
vivo und in vitro-Analysen unter reduzierenden Bedingungen durch Mercaptoethanol
Monomerformen auftreten. Es gibt also Dimerisierungs-Cysteine. Ervlp liegt in vivo als
Monomer und als Dimer vor. Bei den Untersuchungen wurde deutlich, das die Mutante C30S
mehr stabile Dimere bildet als der Wildtyp. Der o.g. Mechanismus zur Dimerisation ist bei
der Mutante in einer Weise beeintrichtigt, dass eine Arretierung in der Dimerform erfolgt.
Die Interaktion zwischen dem N-terminalen Cysteinpaar und dem redoxaktiven Zentrum
muss fiir die Dimerisierungseigenschaften des FErvlp verantwortlich sein. Aus
Untersuchungen ist bekannt, dass das N-terminal verkiirzte Ervlp, die 15 kDa-Form des
Ervlp, keine Dimere bilden kann (Hofhaus et al. 2003). Die C133S Mutation des
redoxaktiven Zentrums bewirkt einen FAD-Bindungsverlust, der im Erv1p durch die schwach
gefarbte Proteinlosung sichtbar wird. In den Western-Blot-Analysen wurde nachgewiesen,
dass die C133S-Mutante keine Dimere bildet. Thr redoxaktives Zentrum ist durch die
Mutation irreparabel geschidigt. Die Cysteine des redoxaktiven Zentrums miissen im
Zusammenhang mit der Dimerisationsfahigkeit stehen. Fiir die C133S-Mutante wurden in den

Untersuchungen Aggregationsprodukte nachgewiesen. Ihre Entstehung findet eine Erklidrung.
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Die iibriggebliebene Sulfhydrylgruppe des CxxC-Motives der Mutante wird durch das defekte
Redoxzentrum falsch vernetzt, so dass die gerichtete Bildung zum Dimer nicht mehr erfolgt.
Die Interpretationen iiber den Mechanismus des Ervlp zur Dimerisation in E. coli stechen im

Einklang mit den Ergebnissen aus Hefe.

Die genetischen Arbeiten in Hefe wurden mit einem iiberexpremierenden Vektor
durchgefiihrt. Die Ausprigung des Mutantenphinotyps sollten dadurch ohne Einflussnahme
des Wildtyp-Phinotyps sein. Uberexpression kann zu zusitzlichen Effekten fiihren. Unter den
Versuchsbedingungen zeigte die C30S-Mutante eine Komplementation des Mutantendefektes
zum Wildtyp. Das Verhalten der C30S-Mutante ist durch die Bildung von Heterodimeren
erklarbar. Die Hefe enthédlt Ervlp genomischer und vektorieller Herkunft, die
Punktmutationen an verschiedenen Stellen besitzen. Bei Heterodimeren werden Ervlp-
Monomere genomischer und vektorieller Herkunft kombiniert. Zur Aufrechterhaltung der
Ervlp Funktion reicht das Heterodimer aus. Die Hefezellen wachsen, kompensieren jedoch
nicht den Defekt der Vektor-Ervlp-Mutation, sondern gleichen beide Punktmutationen aus.
Die Cystein-Mutationen des Ervlp sind fiir die Hefe letal. Weitere Untersuchungen wurden
mit dem pRS-416 Vektor gemacht. Die Vektoren verhalten sich wie Chromosomen bei der
Verteilung auf die Sporen. Es liegt keine Uberexpression vor. Im YEp-Vektor zeigten die
C159S- und CI176S-Mutanten noch Aktivitit. Unter den Versuchsbedingungen ohne
Uberexpression ist keine Aktivitit mehr vorhanden. Die Cystein-Mutationen sind fiir die Hefe
letal. Die sichtbaren Effekte sind nur auf die Uberexpression zuriickzufiihren (Hofhaus et al.

2003).
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Die beiden Cysteinpaare der CxxC-Motive sind funktionell nicht dquivalent. Der Unterschied
ist auffillig. Bei der Betrachtung der Mutanten CxxC-Motive des Ervlp wird die
Farbinderung der Motiv-Cysteine C30S und C33S sichtbar. Die C30S-Mutante ist schwarz,
die C33S ist gelb. Eines der beiden Cysteine zeigt durch die Mutation eine Veridnderung der
Farbe und belegt damit einen gestorten Elektronentransfer zum FAD. Die Cysteine C30 und
C130 wurden als essentielle Sulfhydrylgruppen der CxxC-Motive des Enzyms identifiziert.
Sie sind an der Primirreaktion des redoxaktiven Zentrums mit dem Substrat iiber einen
nukleophilen Angriff beteiligt. Eine Mutation an diesen Positionen arretiert den
Elektronentransport und die Weiterleitung der Elektronen auf das Substrat oder iiber das
FAD. Die Farben der C30S und C130S-Mutanten weichen am stédrksten ab und sind nur durch
Verdnderungen im n-Elektronensystem zu verstehen (Abb. 39 nach Hoober und Thorpe 1999;
verandert). m-Elektronen-Komplexe, die miteinander in Wechselwirkung stehen und ihren
Elektronenmangel iiber FAD kompensieren, werden als Charge-Transfer-Komplexe

bezeichnet.

. EH:zA
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Abb. 39: Das Modell des Reaktionsmechanismuses der Sulfhydryloxidasen von Hoober und
Thorpe (1999). Die oxidierte Sulfhydryloxidase (E) nimmt zwei Elektronen auf. Es bildet sich ein
Flavin-Charge-Transfer-Komplex (EH2A). Der Komplex steht mit einer zweiten Form im Gleichgewicht
(EH2B). Die EH2B-Form des Enzym fihrt durch Aufnahme von zwei Elektronen zum vollstéandig
reduzierten Enzym (EH4). Der Prozess ist abgeschlossen, wenn zwei Protonen auf molekularem
Sauerstoff Ubertragen werden und sich Wasserstoffperoxid (H.O,) bildet. Das Enzym kehrt in seinen
oxidierten Zustand zurtck.
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Abb. 40: Die Interaktions-
Dynamik des erweiterten Ervip-
Modells. Die N-terminale
Deletionsvariante des Monomer-
Fragmentes enthalt die
katalytische Doméne des Ervip.
Der flexible N-terminale Arm des
Enzyms ist in der Lage eine
Bewegung  auszufihren.  Hier
erfolgt die Ubertragung von
Disulfidbricken auf Substrate.

Aufgrund der Ergebnisse aus unseren Arbeiten und der vorliegenden Doktorarbeit ergibt sich
ein neues Verstindnis iiber die Interaktionen im Hefe-Enzym. Die daraus resultierende
Dynamik fiir die Sulfhydryloxidase Erv1p ist neu und in der Abb. 40 gezeigt. Die antiparallele
Anordnung zweier Monomere zu einem Dimer ist gekennzeichnet durch eine Dynamik des N-
terminalen Arms des Monomers. Das N-terminale Cysteinpaar tritt iiber die Bewegung des
flexiblen Arms in Wechselwirkung mit dem redoxaktiven Zentrum. Die bewegliche Struktur
bedingt die Interaktions-Dynamik des Ervlp-Enzyms und damit die Funktionalitdt. Das
Monomer-Fragment ist redox-aktiv und kann den Transfer von Disulfidbriicken auf Substrate
bewirken. Eine Storung durch Mutationen an den wichtigen Cysteinen verédndert die Fihigkeit
Dimere zu bilden. Der beschriebene Zusammenhang zwischen den CxxC-Motiven des Ervlp
und seiner Mutanten macht sichtbar, dass die N-terminale Ervlp-Domine selber als eine Art
erstes Substrat dient. Der Vergleich des funktionellen Mechanismus des Erv1p mit bekannten
Sulthydryloxidasen bestitigt das vorliegende Modell und die Eigenschaft, selber als Substrat
zu wirken. Gut untersuchte Sulthydryloxidasen sind Sduger-Q6p und Vogel-QSOx (Raje und
Thorpe 2003). Das generelle Merkmal der Sduger-Sulfhydryloxidasen Alrp und Q6p ist, dass
sie als Wachstumsfaktoren identifiziert wurden. Q6p ist ein spezieller Wachstumsfaktor in
Fibroblasten (Coppock et al. 1998). Das huQ6p wurde wihrend des Zellzyklus in der Phase
der nicht-proliferierenden Zellen gefunden. Das Q6-Gen ist ein essentielles Gen und kommt
ubiquitidr in allen Zellen vor. Bei Untersuchungen an Ratten konnte das Q6-Gen bei der
Hochregulation von Prozessen im Verlauf der Spermatogenese gefunden werden. Das huQ6-
Protein wurde in der extrazellularen Matrix nachgewiesen. Es wird sekretiert. Aus diesem
Grund gilt humanes Q6p heute als ein weiteres Beispiel fiir ein Enzym, das

Disulfidbriickenbildungen auflerhalb des Endoplamatischen Retikulums katalysiert. Beide
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Proteine huAlrp und huQ6p sind beteiligt an regulatorischen Funktionen in der Zelle. Das ist
ein Indiz fiir die funktionelle Evolution dieser Proteine in hoheren Eukaryonten. Im
allgemeinen sind Redoxproteine interessant fiir die Regulation und Modulierung des
Zellwachstums, sowie die Aktivitit von Enzymen und Hormonen. Hinzu kommt, dass viele
Sauger-Zytokine und -Wachstumsfaktoren als Redoxfaktoren identifiziert wurden,
einschlieflich des Thioredoxin-Proteins (Nakamura et al. 1997). Die in vitro Substrate des
Q6-Enzyms fiir seine Sulfhydryloxidase-Aktivitdt sind DTT und Glutathion. Die hochsten
Umsatzzahlen fiir Q6p jedoch wurden gefunden fiir reduzierte RNase und Lysozym (Hoober
et al. 1999a,b). Thre eigentlichen in vivo Substrate sind weitestgehend unbekannt. Neuere
Untersuchungen belegen, dass QSOx-Enzyme eine wichtige Rolle bei der oxidativen Faltung

einer gro3en Anzahl von Proteinen spielen (Thorpe et al. 2002).

A Thioredoxin-Doméane Alrp/Q6p/Ervip-Doméne
I:H [ — [ | QSOXx
S—S S—S
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Abb. 41A: Das Schema zeigt den evolutiondren Ursprung von QSOx-Enzymen (Thorpe et al.
2002). Sauerstoff ist der Endakzeptor der Elektronen. Die Abbildung zeigt die Reduktion der CxxC-
Disulfide in der Thioredoxindoméane durch ein Substrat. Der Vorgang ist gekoppelt mit einer
Interdoméanen-Wechselwirkung.
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Abb. 41B: Das Schema zeigt den evolutiondren Ursprung von QSOx-Enzymen (Thorpe et al.
2002). Sauerstoff ist der Endakzeptor der Elektronen. QSOx-Enzyme sind naturliche Fusionsproteine
der dargestellten individuellen Aktivitaten.

Der Aufbau des Q6p und verwandter Proteine ldsst Riickschliisse auf die
Entstehungsgeschichte der Fusionsproteine zu. Vogel-QSOx gehort zur Familie der
Quiescin/Sulfhydryl-Oxidasen und ist gut untersucht (Raje und Thorpe 2003). Es ist ein
Fusionsprotein aus Thioredoxindoméinen im N-termininalen Bereich und einer katalytischen
Erv-Domine im C-terminalen Bereich. Die Suche nach dem Substrat des Q6p zeigte, dass
Thioredoxin selber ein Substrat fiir die Erv-Domine sein kann. Liegt nur die Erv-Doméne von
Vogel-QSOx vor, hat sie alleine Enzymfunktion und thioredoxindhnliche Proteine sind
Substrate. Die Thioredoxin-Doméne ist frei iiber die Membran beweglich. Gebunden an die
Erv-Domine ist sie dem System entzogen. Fiir ein so fusioniertes Protein, wie die Vogel-

QSOx, miissen andere Substrate in der Zelle vorliegen und gesucht werden.
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Fiir die Substratsuche mit der Substratfang-Methode des Erv1p zeigen die Abbildungen 13a/b
und 43, wie der Mechanismus durch die Mutation arretiert wird. So wurden erste Hinweise
auf Substrate geliefert, die sich iiber diesen Mechanismus fangen lassen. Die Cysteine C30
und C33 liegen im N-terminalen Bereich des Proteins und haben eine Funktion bei der
Dimerisierung des Ervlp und der Interaktion des Monomers mit Substraten. Da das
redoxaktive Zentrum in einer Interaktion mit dem N-terminalen Disulfidpaar und dem
dortigen Substrat steht, dient es im Gesamtmechanismus fiir die Elektronenweiterleitung auf
FAD und fiir die Regeneration des Disulfid-Ubertragungs-Mechanismus.

Abb. 42: Substratsuche mit
dem in vivo Dimer. Es gibt zwei
@ Substratklassen fur Ervip.

Die Substratklasse | flr die N-
terminale Doméne tritt mit dem
flexiblen Arm in Interaktion.

Die Substratklasse Il steht direkt

mit dem redoxaktiven Zentrum in

Interaktion.

In den Untersuchungen konnte DTT als ein kiinstliches Substrat fiir Erv1lp gefunden werden.
Entscheidend ist die Sulfhydrylgruppenanordnung des DTT im Vergleich zu allen anderen
getesteten Substraten. Es kann dariiber Auskunft geben, wie die Beschaffenheit des in vivo
Substrates sein muss. Mercaptoethanol ist ein kleines Molekiil mit einer Sulfhydrylgruppe.
DTT besitzt terminale SH-Gruppen. DTT kann einen Ringschluf8 bilden, so dass die beiden
SH-Gruppen in direkte Nachbarschaft kommen. Die Konformation ist entscheidend fiir die
guten Substrateigenschaften des DTT bei Ervlp. Das gesuchte Substrat muss benachbarte SH-
Gruppen besitzen. Die untersuchten Substrate zeigten deutlich, je nidher die SH-Gruppen
(DTT, B-ME, di-B-ME) zueinander liegen, desto schneller ist die Reaktion. Das
Substratfangmodell in Abb. 43 verdeutlicht die eingeschrinkte Wahlmoglichkeit der
Sulthydrylgruppen des Substrates fiir den nukleophilen Angriff und den Verlauf der Reaktion.
Es gibt nur eine SH-Gruppe am Enzym, die das Substrat kovalent bindet. Die Ergebnisse aus
verschiedenen Priparationen konnten belegen, dass der Erfolg fiir die Substratsuche des
Ervlp von der Proteinkonzentration abhingt. Das Ergebnis der Substratsuche ist nur ein erster
Ansatz. Es liegt eine Doppel-Bande fiir den Proteinextrakt aus der C33S-Mutante vor. Das

deutet auf ein mogliches Substrat von ca. 2 kDa GroBe hin. Beim Test mit Reduktionsmittel
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zerfillt die Bande. Das beweist die Disulfidbindung. Bei der Suche nach Substraten mit Hefe-
Antikorpern konnte iiber den Fangmechanismus Sodlp im Enzym-Substrat-Komplex

identifiziert werden.

Abb. 43: Die amino-
terminale Doméne.
. Hier wird die funktionelle
Bedeutung der N-terminalen
Domane fir den Substratfang
deutlich. Die Suche nach der
Substratklasse | erfolgt mit
@ Hilfe der C30S-Mutante des
Ervip. Das Substrat wird als
Enzym-Substrat-Komplex ge-

bunden. Der Mutanteneffekt arretiert den eigentlichen Mechanismus der Reaktion. Das Substrat
ist gefangen.

Bei den Arbeiten iiber Ervlp, die die N-terminale Doméne betreffen, wurde mit zwei Formen
des Ervlp gearbeitet. Sie unterscheiden sich in ihrer N-terminalen Doméne zu sehen in Abb.
40. Es wurde festgestellt, dass E. coli anscheinend mehr Protein synthetisieren kann, wenn im
N-terminalen Bereich von Ervlp ein Defekt vorliegt. Aus dieser Betrachtung heraus wurde
die Doppelmutante C30/33S hergestellt. Mit ihrer Hilfe wurde der Effekt getestet, den der N-
terminale Bereich hervorruft. Die Reaktion am redoxaktiven Zentrum erfolgt iiber Interaktion
mit dem ersten Cysteinpaar der N-terminalen Doméne. Das FAD bewirkt einen Elektronensog
und damit eine Destabilisierung der Elektronen iiber die Bindungen im Protein. Die
Wechselwirkung zwischen dem redoxaktiven Zentrum und des N-terminalen Cystein-Paares
ist in der C30/33S-Mutante gestort. Es konnte sein, dass der funktionslose N-terminale
Bereich des Enzyms die Reaktion behindert. Somit entspricht das beschriebene Verhalten der
C30/33S-Doppelmutante den Beobachtungen und fiigt sich in die Theorie iiber das Ervlp-

Gesamtverhalten ein.
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Die Sulfhydryloxidaseaktivitit der mitochondrialen Enzyme
Ervlp und Alrp ist nicht ihr einziges gemeinsames Merkmal.
Die schon beschriebene Dimerisationfihigkeit der Proteine
tritt bei Ervlp genauso auf, wie bei allen Varianten des Alrp.
Das zeigt, dass die Eigenschaft der Dimerisation eine
essentielle Funktion fiir die Enzyme ist. Dimerisation von
mitochondrialen Proteinen ist bekannt und findet sich bei
Transportern und bei der Biogenese von Komponenten der
Eisen / Schwefel-Cluster (Lill et al. 1999). Die
Dimerisierungseigenschaften des Ervlp sind beschrieben

worden. Es fehlt die dazugehorende Funktion. Fiir eine

mogliche Dimerfunktion des Ervlp kann ein Modell gebildet
Abb. 44: Zwei Ervip-

werden (Abb. 44). Das Ervip-Dimer konnte Metallionen

Monomere binden

kovalent Metall-lonen binden, iiber die freien Bindungen der Schwefelatome. Die
Uber eine 4-Liganden- Bindung von  Metallionen  stellt eine  mogliche
Bindung. Funktionserweiterung fiir Erv1p dar.

Bei Untersuchungen mit inaktiviertem Ervlp wurde die Biosynthese extramitochondrialer
Eisen / Schwefel-Proteine beintrichtigt. Die Ergebnisse belegten, dass Ervlp fiir die
Assemblierung von zytosolischen Eisen / Schwefel-Proteinen aus den Mitochondrien eine
essentielle Rolle spielt (Lange et al. 2001). Der Transport der mitochondrialen Substrate iiber
die Membran koénnte dann direkt von den Dimerisierungseigenschaften des Ervlp abhingen

(Lisowsky 2001).
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B. Das homologe Ervip der Sauger (Alrp)

Ervlp und das homologe Alrp der Siduger sind FAD-abhidngige mitochondriale
Sulthydryloxidasen (Lee et al. 2000, Lisowsky et al. 2001). Die Enzyme katalysieren das
Einfiigen von Disulfidbriicken in Substrate mit Hilfe von FAD, O, und eines internen redox-
aktiven Cysteinpaares (Hoober und Thorpe 1999). Alrp hat eine 40%ige Sequenzidentitit zu
Ervlp. Ihr Proteinaufbau hat identische funktionelle Strukturen. Gemeinsam sind sie
gekennzeichnet durch eine konservierte carboxyterminale katalytische Doméne mit typischen
CxxC-Motiv fiir das redox-aktive Zentrum mit FAD-Bindungsbereich. Sie bilden
Homodimere und haben eine Importsequenz fiir die Mitochondrien. Die beiden
Sulfthydryloxidasen unterscheiden sich. Wihrend Ervl1p ein unverindertes Protein in der Hefe
ist, ist Alrp in Sdugern mit drei Varianten vertreten (Klissenbauer et al. 2002). Die Varianten

haben verkiirzte aminoterminale Doménen (Abb. 45).

Aminoterminale Carboxyterminale
Domane Doméne

22 kDa

N—c
/125 79 @ 209
N c 23 kDa

Ervip

Prr Trtrrftd
60 70--73 141--144 153 164 170 187 204
Alrp < 26 @ 209
N C 21 kDa
80 @ 20

Abb. 45: Der bekannte Doménenaufbau von Hefe-Ervip und Séauger-Alrp. Die stark konservierte
carboxyterminale Domane zeigt im Vergleich zwischen den beiden Proteinen eine 30%ige
Sequenzidentitdt. Der Hauptunterschied zwischen Ervip und Alrp liegt in der aminoterminalen
Domane. FUr Alrp gibt es in der Sdugerzelle drei Varianten.

Ervlp und Alrp haben in den Mitochondrien aller Organismen eine elementare, dhnliche
Funktion. Thre Unterschiede betreffen Funktionen, die auerhalb der Mitochondrien liegen.
Die Diskussion der Ergebnisse fiir die Sulfhydryloxidase Ervlp der Hefe ist begrenzt auf das

Modell des Einzellers. Thre Regulationsvorginge sind typisch fiir ihre Situation. Mit den
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Arbeiten an Alrp wurde das Hefe-Modell der Sulthydryloxidasen auf die Sduger angewendet.
Sauger besitzen aufgrund der differenzierten Zellverbinde eine komplexere Regulation. Aus
den eigenen Ergebnissen iiber Alrp und der bekannten Literatur wurde das Alrp-Modell

abgeleitet. Nachfolgend werden die Aussagen diskutiert.

Das Modell in Abb. 46. ist eine Zusammenfassung iiber Alrp und zeigt die beschriebenen und
identifizierten subzellularen Lokalisationen von Alrp. Die Literaturangaben zum Thema Alrp
sind uneinheitlich. Vor Beginn meiner Doktorarbeit lagen keine systematischen
Untersuchungen zur Lokalisation und Funktion von Alrp vor. Es gibt Hinweise fiir
Funktionen der mitochondrialen Sulthydryloxidasen Erv1p/Alrp fiir die Beteiligung an der
Reifung zytosolischer Fe/S-Proteine (Lang et al. 2001). Es gibt Studien, die Alrp eine
spezifische Rolle als extrazellularen Faktor bei Leberregeneration zuweisen (Francavilla et al.
1994, Gandhi et al. 1999, Wang et al. 1999). Es wurden bis jetzt keine klaren Aussagen iiber
die Expression und Lokalisation von Alrp in der Zelle gemacht. Bis jetzt ist unbekannt,

welche Alrp-Varianten eine Rolle bei der Regeneration der Leber spielen.

Zell Zellkern
a (Lit.)
Mitochondrium
Translation
y
Alrp
im Zytosol
\ extrazellular

21 kDa

Abb. 46: Das Alrp-Modell. Dargestellt ist die Zusammenfassung der Daten Uber die subzellularen
Verteilungen der Alrp-Varianten in verschiedenen Zellen und Geweben.
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Erste Untersuchungen zeigten, dass Alrp ein kernkodiertes mitochondriales Protein des
Intermembranraums ist (Hofhaus et al. 1999a). Nach der Translation im Zytosol erfolgt der
Transport in die Mitochondrien. Verschiedene Zellkulturlinien exprimieren unterschiedliche
Alrp-Varianten. Sédugetiere weisen mehrere Varianten des Alrp in ihren Zellen auf.
Verschiedene Organe desselben Sidugers exprimieren verschiedene Alrp-Varianten
(Klissenbauer et al. 2001). Die verschiedenen Alrp-Varianten konnten unterschiedliche
zellulare Funktionen haben. Das 23 kDa Volllingen-Alrp lokalisiert in den Mitochondrien
(Hofhaus et al. 1999a). Nach partieller Hepatektomie von Lebern wurde die 15 kDa-Variante
des Alrp im Zytosol und im Serum von regenerierender Leber gefunden (Franciavilla et al.
1994, Hagiya et al. 1994, Giorda et al. 1996, Wang et al. 1999). Sein Auftreten korreliert mit
einer Verringerung der Interferon-y Konzentration, der Reduktion der Killerzellenaktivitit
und einer Zunahme des mitochondrialen Transkriptionsfaktors A (TFAM) (Polimeno et al.
2000a,b). Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die 23 kDa und die 21 kDa
Varianten von Alrp in den Mitochondrien gefunden werden und die 21 kDa Variante im
Serum aus Blut regenerierender Ratten. Die 15 kDa Variante konnte bei meinen

Untersuchungen nur in Zellkulturen und bei Abbauvorgingen in Geweben gefunden werden.

Das GFP markierte Konstrukt des Alrp identifizierte die 23 kDa Variante im mitochondrialen
Intermembranraum von Zellkulturzellen (Hofhaus et al. 1999a). Neue GFP markierte
Konstrukte des Alrp wurden in den vorliegenden Untersuchungen eingesetzt und
identifizierten Alrp-Varianten in verschiedenen Zellkulturen. Das native Alrp-Konstrukt sollte
die Nachteile der GFP-Tags ausschlieen (Abb. 16). Die Frage war, welches Konstrukt mit
welchen nachweisbaren Formen des Alrp korreliert und welche Form des Alrp wie, wann und
wo in Zellkulturen exprimiert wird. In den Zellkulturen konnte der Nachweis gefiihrt werden,
dass jedes transfektierte GFP-Konstrukt ein entsprechendes Fusionsprotein exprimiert. Uber
die Lokalisation der Proteine konnten keine eindeutigen Aussagen gemacht werden. Es
konnten Signale im Bereich des Zellkerns, im Zytosol und in den Mitochondrien erkannt
werden (Abb. 17 und 27a). Wichtig ist der Befund, dass alle drei Formen des Alrp in Zellkulturen
produziert werden. Selbst das 3kDa N-terminale-GFP-Fusionsprotein von Alrp wird gebildet
und findet seinen Zielort hauptsidchlich in den Mitochondrien. Die Zellkulturen lassen nur
stark vereinfachte Betrachtungen zu. Es kann keine Aussage iiber Zellen im Gewebe getroffen
werden. Solche Riickschliisse konnen aus den Arbeiten mit den Zellkulturen nicht gemacht
werden. Durch die Arbeiten mit Zellkulturen kann nicht auf Funktionen von Alrp in der Zelle

geschlossen werden.
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Fiir das Volllangen-Konstrukt des Alrp wurden alle drei Proteinformen in Zellen nachgewiesen
(Abb. 18). Das besagt, dass von einer cDNA die drei Translationsstartstellen auch als solche
erkannt werden und definierte Produkte liefern, die unter den Versuchsbedingungen in den
Zellen akkumulieren. Im Fall der Fusionsproteine ist das GFP am C-terminalen Ende angefiigt
worden. Es liefert jeweils ein Produkt. Liegt das native Alrp vor, so werden alle drei
moglichen Alrp-Varianten von der Zellkultur exprimiert und sind nachweisbar. GFP kann
artifiziell wirken und Translationsvorgédnge storen. Die GFP-Fusionsproteine liefern immer
nur die entsprechende Alrp-Form. Hier bestehen komplizierte Wechselwirkungen zwischen
Zellkultur, Konstrukt und Versuchsbedingungen. Ein wichtiger grundsitzlicher Befund ist,
dass die gefundenen Varianten von Alrp in Zellkulturen nicht das Ergebnis von alternativen
SpleiBvorgingen sind. Fiir die Herstellung der Konstrukte wurde die cDNA von ALR genutzt.
Die Ergebnisse deuten auf differentielle Translation oder Prozessierung hin. Damit kann die

Frage der Exprimierung eingegrenzt werden.

Die Fraktionierungen der Herz- und Lebergewebe von Maus und Ratte belegten den
subzellularen Nachweis der 23 und 21 kDa Alrp-Varianten fiir die Mitochondrien (Abb. 19). In
den Western-Blot-Analysen wurde CoxVb und Aktin als Antikorper-Standards verwendet.
Cox Vb ist ein integrales Protein der inneren Mitochondrienmembran und wird bei der
Western-Analyse zur Identifikation der Mitochondrienfraktion benutzt. Das CoxVb-Signal ist
in der Fraktion Uberstand 2 nicht nachweisbar. Der Zentrifugationsschritt pelletiert die
Mitochondrienfraktion. Der Uberstand 2 besteht aus loslichen Proteinen. Der Aktin-
Antikorper weist einen Zellbestandteil des Zytoskeletts nach und wird zum Nachweis der
Giite der Priparation verwendet. In den Gewebefraktionierungen konnte der subzellulare
Nachweis fiir die Alrp-Varianten in den Mitochondrien gefiihrt werden. Alrp tritt mit seiner
23 kDa Vollldngen- und der N-terminal deletierten 21 kDa Variante in Geweben der Leber
und des Herzens von Ratte und Maus auf. Der Nachweis der Alrp-Varianten im Lebergewebe

wird damit zu einem vorldufigen Abschluss gebracht.

In Zellkulturen wurde eine Exkretion von Alrp aus Zellen beobachtet. Bei Verinderungen der
Kulturbedingungen konnte eine aktive Exkretion von Alrp eindeutig gezeigt werden (Abb. 22
und 23). In den Western-Blot-Analysen wurden fiir die Zellkulturen unter verdnderten
Versuchsbedingungen der Antikorper Hsp70 verwendet. Hsp70 ist ein 10sliches Protein im
Zytosol der Zellen. Es ist leicht in groBen Mengen nachweisbar und gibt hier Auskunft
dariiber, ob dass gefundene Alrp exkretiert oder ob es durch Zelllyse freigesetzt wurde. Ein

Lyse-Nachweis wiirde gegen Exkretion sprechen. Die aktive Exkretion des Alrp aus
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Zellkulturzellen wurde belegt. Im weiteren wurde untersucht, ob Fraktionen von Rattenblut
aus regenerierenden Lebern ein dhnliches Ergebnis fiir Gewebeuntersuchungen liefern Abb.
20, 21 und 24. Dabei wurde die N-terminal deletierte 21 kDa Variante von Alrp im Serum
gefunden. Fiir die Untersuchungen des Serums wurde im Western-Blot zur Kontrolle
Thioredoxin verwendet. Thioredoxin ist dhnlich lokalisiert wie Alrp und wurde mit @hnlichen
Funktionen beschrieben (Nakamura et al. 1997). Es ist ein Wachstumsfaktor, 16slich und auch
zum Teil in den Mitochondrien lokalisiert. Dabei kann es die Membran passieren. Als
loslicher zytosolischer Faktor zeigt es, ob ein Alrp-Nachweis im Serum durch Lyse der Zellen
verursacht wird. Zum Befund der Lokalisation von Alrp-Varianten in den Mitochondrien
konnte die aktive Exkretion von Alrp aus der Zelle belegt werden. Die Ergebnisse sind so
noch nicht beschrieben worden. Alle bekannten Veroffentlichungen haben das 23 kDa
Vollldngen- Protein des Alrp fiir die Mitochondrien beschrieben und einen Nachweis der 15
kDa Variante im Zytosol und im Serum erbracht. Die Rezeptorsuche fiir das Alrp beschrinkt
sich auf die 15 kDa Variante (Wang et al. 1999). Unsere Befunde sind neu und liefern
eindeutig die 23 kDa und 21 kDa Varianten fiir die Mitochondrien und die 21 kDa Variante
fiir die Exkretion. Dass das 21 kDa-Alrp im Serum gefunden wurde, ist neu. Was Alrp dort
bewirkt und welche Funktion es hat, kann im Moment noch nicht beantwortet werden. Hier
beginnt der Einstieg fiir Untersuchungen iiber eine Zytokinwirkung des Alrp oder seine

Wirkung als Wachstumsfaktor. Die Rezeptorsuche fiir das 21 kDa Alrp-Fragment folgt dem.

Beim Vergleich verschiedener Zellkulturlinien konnte die exprimierte Volllingenform des
Alrp nachgewiesen werden (Abb. 25). Unter den Versuchsbedingungen wurde die signifikante
15 kDa Variante nur bei Cos.7 Zellen gefunden. Die Untersuchung von speziellen
Leberzelllinien (HSC) erbrachte den Nachweis der 23 kDa und 21 kDa Varianten von Alrp in
Abb. 26. Eine Verdnderung der Versuchsbedingungen durch Verlingerung der Inkubation
zeigte, dass das Auftreten der Alrp Varianten in den Zellen keine signifikante Bevorzugung
hat. Zwischen Zellkulturen und Lebergewebe ergibt sich eine geringe Differenz im
Molekulargewicht des Ratten-Alrp im Vergleich zu humanem Alrp. Sie entsteht durch eine 7
Aminosdure Insertion beim humanen Protein (Lisowsky et al. 1995). Bei den
Fluoreszenzuntersuchungen konnte mit den verschiedenen GFP-Fusionsproteinen eine
unterschiedliche Verteilung des Alrp in den Zellen nachgewiesen werden (Abb. 27a/b). Hier
findet sich das Alrp nicht nur in den Mitochondrien. Die Verteilung des Alrp in der Zelle ist
komplexer. Die Zellkulturen zeigen nicht die natiirliche Situation fiir das Alrp und sind durch

Uberexpression der Konstrukte gekennzeichnet. Die Zellkulturergebnisse zeigen, dass ein
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komplizierter Sachverhalt vorliegt, der durch artifizielle Faktoren beeinflusst wird. Die
Arbeiten an Zellkulturen sind hier beendet. Alrp muss in der natiirlichen Situation der
Gewebe betrachtet werden. Dort kann die Verteilung von Alrp beobachtet werden, wenn
keine Uberexpression durch das Vektorsystem vorliegt. Fiir die Stabilitit des Alrp konnte
festgestellt werden, dass erst nach Zellaufschluss ein leichter unspezifischer Abbau des Alrp

erfolgen kann. Die 15 kDa Variante des Alrp wird dabei nicht erzeugt (Abb. 29).

Das vorgestellte Modell basiert auf Untersuchungen iiber einen Zustand der Leber nach
Verletzung, der Regeneration. Die isolierten Mitochondrien, die Gesamtzellextrakte und das
Serum zeigen das Auftreten des Alrp im Gewebe und die Verteilung der in vivo Alrp-Variante
wihrend der Leberregeneration. In den Mitochondrienfraktionen der Leber finden sich die 23
kDa und die 21 kDa Varianten, im Serum regenerierender Lebern die 21 kDa Variante und in
allen regenerierenden Geweben die 23 kDa und 21 kDa Varianten, unabhingig von der Zeit
(Abb. 31). Wihrend der gesamten Untersuchung wurde die 15 kDa Variante nur in nicht
signifikanten Mengen gefunden. In Gewebematerial, dass iiber ldngere Zeitrdume bei —20°C
bis —70°C gelagert wurde, konnten hohe Konzentrationen nachgewiesen werden. Die 15 kDa
Variante entstehen hier nur durch proteolytischen Abbau. Ihre nachtrigliche Entstehung ist
von Puffer und Lagerdauer abhingig. Eine durch partielle Hepatektomie ausgelOste
Verletzung 16st Regeneration aus. Die Regeneration ist eine besondere Eigenschaft der Leber.
Ein anderes Krankheitsbild der Leber ist die Fibrose. Die Fibrose ist dadurch gekennzeichnet,
dass keine Regeneration in der Leber entsteht und das Gewebe abstirbt. Bei den
Untersuchungen zum Fibrose-Modell wurde kein Zusammenhang zwischen der Stirke des
Alrp-Signals und dem Alter der untersuchten fibrosen Rattenlebern erkennbar. Alrp ist mit der
23 kDa und 21 kDa Variante nachweisbar, aber es gibt keinen Beleg fiir einen

Zusammenhang zwischen fortschreitender Fibrose und Alrp (Abb. 33).

Alrp wurde bei den immunzytochemischen Untersuchungen mit Akkumulation in den
Mitochondrien des regenerierenden Lebergewebes gefunden (Abb. 33 und 34a/b/c/d). Es
wurden starke Signale bei 24stiindiger Regeneration gezeigt. Bei 36 h wird das Alrp-Signal
schwicher und verindert seine Auspriagung. Bei den 48 h Proben entspricht das Signal wieder
der 24h Proben, ist aber schwicher. Die Schein-OP Tiere zeigen keine Signale. Die
Kontrollen sind ohne spezifisches Signal fiir Alrp-Nachweis. CoxVb zeigt bei allen
untersuchten Tieren ein gleichbleibendes Signal von derselben schwachen Intensitit. Fiir

CoxVb idndert sich nichts. Hier findet sich kein Zusammenhang mit der Regeneration der
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Leber. Porin ist ein Protein der duBleren Mitochondrienmembran und kann eindeutig die
Mitochondrien identifizieren. Es zeigt bei den untersuchten Lebergeweben der Ratten eine
gleichbleibende Signalstirke an. Die starken Signale der Mitochondrien sind in den
Leberzellen erkennbar. Sie haben Alrp-Signal-Charakteristik. Alrp kann in der
regenerierenden Leber lokalisiert werden, es akkumuliert in den Mitochondrien und tritt bei

Regeneration als deutliches Signal auf.

Das Hefe Ervlp und das homologe Ervlp der Siduger, das Alrp, haben in den Mitochondrien
aller Organismen eine elementare dhnliche Funktion. Auf dem Weg von der Hefe bis zum
Saugetier traten Verdanderungen fiir das Protein auf, die sich in ihren heutigen funktionellen
Unterschieden zeigen. Sie betreffen eine Funktionserweiterung der Enzyme, die au3erhalb der
Mitochondrien liegt. Hefe Erv1p lokalisiert im mitochondrialen Intermembranraum der Hefe
(Lange et al. 2001). Alrp konnte mit der 23 kDa und 21 kDa Variante den Mitochondrien der
Saugerzellen zugeordnet werden. Gemeinsam ist ihr Doméinenaufbau und die
charakteristischen Funktionen der Sulfhydryloxidasen (Gerber et al. 2001, Lisowsky et al.
2001). Sie sind beide FAD-abhingige Sulfhydryloxidasen mit typischen CxxC-Motiv des
redox-aktiven Zentrums (Hoober and Thorpe 1999). Thre carboxyterminale Doméne ist wegen
der wichtigen Enzymfunktion stark konserviert. Im 3D-Modell ist der Core-Bereich fiir die
carboxyterminale-Domaéne fiir Erv1lp und Alrp sehr dhnlich (Hofhaus et al. 2003, Gross et al.
2002). Die Arbeiten an Alrp ermoglichten die FErweiterung des Modells der
Sulfthydryloxidasen von der Hefe auf den Sduger. Alrp ist essentiell und kommt ubiquitér in
allen Zellen vor (Lange et al. 2001). Hinweise auf die zellularen Funktionen des Alrp liefert
die Lokalisation der Enzymvarianten. Neu ist, dass sich Alrp in drei verschiedenen Varianten
nachweisen ldsst (Klissenbauer et al 2001). Dabei finden sich alle drei Varianten des Enzyms
nur in Niere und Muskelgewebe. Sie unterscheiden sich in der aminoterminalen weniger
konservierten Dominen der Enzyme. Alrp ist mit der 23 kDa und 15 kDa Variante in der
Zelle beschrieben worden (Lisowsky et al. 2001). In meinen Untersuchungen konnte die
aminoterminal verkiirzte 21 kDa Variante des Alrp in den Mitochondrien nachgewiesen und
im Serum regenerierender Lebern gefunden werden. Ein Beleg, dass Alrp aktiv aus der Zelle
exkretiert und nachweisbar ist. Das ist noch nicht beschrieben worden. Die Funktion der Alrp-

Varianten auBerhalb der Zelle ist noch unbekannt. Ervlp und die 23 kDa Alrp-Variante
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wurden im Intramembranraum der Mitochondrien lokalisiert und konnten eine Rolle bei der

Entstehung von zytosolischen Fe/S-Proteinen spielen (Lange et al. 2001).

Das neue 3D-Modell des Ervip liegt vor. Es hilft bei einem Vergleich zwischen Hefe- und
humanem Ervlp. Die daraus gewonnenen neuen Erkenntnisse konnten gezielt fiir
Experimente genutzt werden, die in neue Richtungen weisen. Das Substratfangmodell gab
Hinweise auf mogliche in vivo Substrate fiir Ervlp. Aus Zeitgriinden konnten nur erste
Versuche gemacht werden. Fiir das homologe Ervlp der Sauger, das Alrp, wire fiir die
Zukunft wichtig, seine Regulierung zu prazisieren, um ein abgerundeteres Bild iiber Alrp zu

erhalten. Die Rezeptorsuche miisste weitere Beachtung finden.

Die Definition fiir ALR (augmenter of liver regeneration) (Hagiya et al. 1994) ist zu eng
gefasst. Alrp ist nicht leberspezifisch. Es gibt Varianten des Enzyms in Sdugerzellen. Der
Befund unterstreicht die Notwendigkeit, die Rolle von Alrp in anderen Geweben und bei

Entwicklungsprozessen zukiinftig zu untersuchen.
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