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Zusammenfassung

Glutaredoxine (Grx'e) als Proteine der Thioredoxin (Trx)- Familie sorgen f•ur ein reduzieren-

des Milieu in S•augerzellen.

Die Familie der Glutaredoxine teilt sich in Monothiol-Grx' e (Grx3 und Grx5) und Dithiol-

Grx'e (Grx1 und Grx2) auf, die im Nukleus, im Zytoplasma oder in den Mitochondrien lo-

kalisiert sind. Grx'e sind an einer Vielzahl von biologischen Prozessen, wie beispielsweise der

Signaltransduktion, beteiligt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das bisher kaum beschriebene

monothiol Glutaredoxin 3 detaillierter untersucht und bio chemisch charakterisiert. Dar•uber

hinaus wurden m•ogliche Funktionen von Grx3 in vivo untersucht.

In den Datenbanken fanden sich zwei homologe Grx3-Sequenzen. Eine in silico -Analyse zeig-

te, dass es sich bei der einen Sequenz um die eines Pseudogensund bei der anderen um das

codierende Gen handelte. In einer phylogenetischen Stammbaumanalyse stellte sich heraus,

dass Grx3 ein hochkonserviertes Protein war. In Lokalisationsstudien wurde Grx3 als zytoso-

lisches und nukle•ares ubiquit•ar exprimiertes Protein identi�ziert.

In den letzten Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen Grx'en und Fe/S-Zentren beschrie-

ben. In dieser Dissertation wurde erstmals die Koordination eines Fe/S-Zentrums f•ur das

humane Grx3 gezeigt. Tats•achlich zeigten biochemische Analysen, dass durch Grx3 2[2Fe-2S]-

Zentren in vitro und in vivo koordiniert werden. Ferner zeigte sich, dass zwei Grx3-Molek•ule

durch die beiden Fe/S-Zentren dimerisierten.

Funktionell wurde Grx3 in der Literatur bisher als Protein z um Schutz vor einer Hypertro-

phie des Herzens beschrieben. Auch wurden Grx3 Funktionen in der Immunzellaktivierung

zugeschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Hinweise f•ur weitere Funktionen von Grx3

in der Zelle ermittelt. In der Analyse der di�erentiellen Ge nexpression in HeLa-Zellen nach

Stimulation mit Phorbolester (PMA) deutete sich ein Ein
us s von Grx3 auf zytoskeletale

Prozesse an. Eine Untersuchung des Migrationsverhaltens von Grx3 zeigte, dass HeLa-Zellen

in Abwesenheit von Grx3 schneller migrierten. Durch seine exklusive Expression in den Ger-

minativen Zentren von Lymphknoten und in der T-Zell-Zone der Milz k •onnte Grx3 eine Funk-

tion in der in
ammatorischen Antwort einnehmen. Der wohl de utlichste E�ekt von Grx3 auf

der Ebene zellul•arer Prozesse konnte in der Verteilung von Eisen in der Zellebeschrieben
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werden. Eine Reduktion des endogenen Grx3-Levels durch siRNA resultierte in Defekten in

der •Ubertragung von Fe/S-Zentren auf Zielproteine und in einemf•ur Eisenmangel typischen

Ph•anotyp in HeLa-Zellen.

Diese Resultate k•onnten bei der Aufkl•arung von bisher kaum beschriebenen Prozessen des

zellul•aren Eisenmetabolismus helfen, wie z. B. der Verteilung vonEisen vom
"
freien\ Eisen-

pool auf Proteine. Ein zentraler Punkt in diesen zuk•unftigen Studien w•urde in der Aufkl •arung

der durch das Fe/S-Zentrum vermittelten Funktionen des Grx3-Dimers liegen.
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Summary

Glutaredoxins (Grxs) are members of the Thioredoxin (Trx)-family of proteins that maintain

reduced conditions in di�erent cellular compartments of most species, including mammalian

cells.

The family of glutaredoxins can be subdivided into two groups, the monothiol Grxs (Grx3

and Grx5) with a C-G-F-S active site and the dithiol Grxs (Grx 1 and Grx2) with a C-P-Y-C

active site. They are located in the nucleus, cytosol, or mitochondria. Grxs are involved in

numerous biological processes, for instance signal transduction. The aim of this study was to

biochemically characterize the recently discovered monothiol Grx3 and to identify possible

functions of Grx3 in vivo.

Two homologous sequences of Grx3 were deposited in databases before. Anin-silico analysis,

performed in this study, identi�ed one of these sequences asa pseudogene whereas the se-

cond sequence was identi�ed as the coding gene. A phylogenetic analysis highlighted Grx3 as

a well conserved eukaryotic protein. Localization studiesidenti�ed Grx3 as an ubiquitously

expressed cytosolic and nuclear protein.

During the last years some Grxs were identi�ed as Fe/S-cluster containing proteins. Here, we

have demonstrated the coordination of Fe/S-clusters in human and murine Grx3 for the �rst

time. Indeed, in a biochemical analysis Grx3 could be characterized as a 2[2Fe-2S]-cluster

containing protein in vitro and in vivo. This Fe/S-containing holo complex required the di-

merization of Grx3.

During the course of this study, Grx3 functions were described in the protection from cardiac

hypertrophy and the activation of immune cells. This thesis revealed additional functions of

Grx3 in the cell: A di�erential gene-expression analysis following stimulation with a phorbo-

lester pointed to possible functions in the regulation of cytoskeletal dynamics and this was

supported by our �nding that HeLa-cells migrated faster in t he absence of Grx3. We have

detected Grx3, as the only protein of the Trx family, di�eren tially expressed in the germina-

tive centers of the lymphatic node and in the T-cell-zone of the spleen, con�rming potential

functions of Grx3 in immune cell activation. The strongest e�ect following Grx3 depletion,

however, was seen in the distribution of iron in the cell. Thesilencing of Grx3 expression by
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siRNA resulted in strong defects in the delivery of iron to proteins and a phenotype resemb-

ling for iron-depletion, despite of normal cellular iron levels. These results might close a gap

in the so far least understood process of the cellular iron metabolism - the distribution of iron

from the
"
free\ iron pool to proteins. One central point in these future studies will have to

be the analysis whether and how these functions depend on theFe/S-clusters complexed by

the Grx3 dimer.
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Abk •urzungen

Aft1 Activator of ferric transcription

AP-1 Activator Protein 1

BSA Rinderserumalbumin

cDNS komplement•are Desoxynukleins•aure

CnBr Cyanogenbromid

DFO Deferoxamin

DMEM Dulbecco's Modi�ed Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleins•aure

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigs•aure

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

Fe/S Eisen/Schwefel

FBS F•otales K•alberserum

FUR Ferric Uptake Regulator

Grx Glutaredoxin

GSH Glutathion

GSNO S-Nitrosoglutathion

GSSG oxidiertes Glutathion

H Wassersto�

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl-ethansulfons•aure

h.p.f. hours post fertilization

HRP Horseradish Peroxidase

IEF Isoelektrische Fokussierung

IPG immobilisierter pH Gradient
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kDa kilo (103) Dalton

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfons•aure

min Minuten

MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfons•aure

MS Massenspektrometrie

mRNS Boten RNS

NADP Nikotinamidadenindinukleotidphosphat

NEM N-Ethylmaleinimid

NF1 Nuclear Factor 1

NP-40 Nonidet-40

OD optische Dichte

PBS Phosphatpu�er-Salzl•osung

PCR Polymerasekettenreaktion

PFA Paraformaldehyd

pI isoelektrischer Punkt

PKC Proteinkinase C

PVDF Polyvinyliden
uorid

RNR Ribonukleotide Reductase

RNS Ribonukleins•aure

ROS Reaktive Sauersto�spezies

RPMI Roswell Park Memorial Institute

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

sek Sekunde

siRNA small interfering RNA

SOD Superoxid-Dismutase

SRF Serum Responsive Factor

TAE Tris-Acetat-EDTA

TCA Trichloressigs•aure

Tris Tris(hydroxymethyl-)-aminomethan

Trx Thioredoxin

TrxR Thioredoxin Reduktase

U Unit

upm Umdrehungen pro Minute

UTR untranslatierter Bereich
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die Thioredoxinfamilie

Redoxzust•ande von Protein-Cystein-Thiolen werden durch Proteine der Thioredoxin (Trx)-

Familie reguliert [1{4].

Eine der pr•agnantesten Gemeinsamkeiten

Abbildung 1.1: Trx-Strukturmotif. Sche-

matische Darstellung des Trx-Motifs.

Vier zentral gelegene � -Helices sind von

drei � -Faltblattstrukturen umgeben. Links:

Quart•arstruktur von Grx1. Rechts: Struktur

von oxidiertem E.coli Grx1. Das Sternchen

kennzeichnet die Lage des aktiven Zentrums

(modi�ziert nach [5]).

aller Proteine der Trx-Familie ist ihr Struk-

turmotif, das sich aus vier � -Faltblattstruk-

turen, die von drei bis f•unf � -Helices umge-

ben sind, zusammensetzt (Abbildung 1.1)

[6{8]. Die einfachste Form ist nur im bak-

teriellen Glutaredoxin 1 (Grx1) zu �nden

[9]; alle weiteren Trx'e oder Grx'e weisen

zus•atzliche Strukturelemente auf [8].

Zur Familie der Proteine mit einem Trx-

Motif geh•oren: Grx [10], Trx [6], Peroxire-

doxin (Prx) [11], Glutathion-S-Transferase

(GST) [12], DsbA [13], Glutathion (GSH)

Peroxidase [14], Protein-Disul�d-Isomerase

(PDI) [15, 16] oder intrazellul•are Chlorid-

kan•ale (CLIC) [17]. Zieht man eine zykli-

sche Permutation der Struktur in Betracht, kann auch Tubuli n zu den Proteinen mit einem

Trx-Motif gez •ahlt werden [18].

Alle redoxaktiven Proteine der Trx-Familie haben ein aktives Zentrum (C-X-X-C) am An-

fang der ersten� -Helix und ein cis-Prolin im dritten � -Strang [8,19]. Variationen des aktiven

Zentrums liegen beispielsweise in Form von S-X-X-C, T-X-X-C, C-X-X-X-C oder C-X-X-

1



Einleitung 2

S vor [20, 21]. Die Ver•anderungen f•uhren zu Unterschieden in der Aktivit •at der Proteine,

wobei die beiden zentralen Aminos•auren, X-X, und ihre Umgebung eine entscheidende Rol-

le einnehmen [22, 23]. F•ur die Bildung von gemischten Disul�den zwischen Proteinthiolen

und GSH (Glutathionylierung) von Zielproteinen durch Grx' e gibt es in der Zelle zwei un-

terschiedliche aber funktionell verwandte Mechanismen, den Dithiol- und den Monothiol-

Mechanismus [24{31]. In beide Mechanismen werden Proteinemittels GSH reduziert. In der

Zelle liegt GSH in millimolaren Konzentrationen vor und ist ein Pu�er des zellul•aren Redoxzu-

standes oder ein Antioxidanz [32]. Im Folgenden ist der Reaktionsmechanismus ausschlie�lich

f•ur Grx beschrieben.

Abbildung 1.2: Reaktionsmechanismus. Dithiol- und Monothiol-Mechanismus. 1 � 4: Re-

versible Reduktion von Proteindisul�den •uber beide Cysteine im aktiven Zentrum (dithiol).

6 + 4: Reduktion von Disul�den zwischen GSH und Grx mit dem N-terminalen Cystein im

aktiven Zentrum (monothiol). 5: In beiden F•allen wird das GSH-Disul�d (GSSG) auf Kosten

von einem NADPH+ H+ durch die Glutathionreduktase (GR) reduziert (modi�ziert nach [33]).

Im ersten Schritt des Dithiol-Mechanismus greift das N-terminal gelegene Cystein im ak-

tiven Zentrum von Grx ein Disul�d im Zielprotein an. Das gemi schte Disul�d-Intermediat

wird durch das zweite Thiol des aktiven Zentrums angegri�en, woraus eine Disul�dbindung

im aktiven Zentrum von Grx sowie ein reduziertes Protein entsteht. Das Grx wird durch ein

GSH-Molek•ul reduziert. Als Produkt entsteht ein Intermediat aus einem Grx mit einem am

N-terminalen Cystein gebundenen GSH-Molek•ul. Das zweite GSH-Molek•ul wird zur Reduk-

tion des gemischten Disul�ds zwischen Grx und GSH ben•otigt. Als Produkt dieser Reaktion

entsteht ein reduziertes Grx mit zwei Thiolgruppen [26]; GSSG wird NADPH-abh •angig von

der GR reduziert.

Der Monothiol-Mechanimus ist de facto eine Verk•urzung des Dithiol-Mechanismus, bei dem

ausschlie�lich das N-terminale Cystein ben•otigt wird. Durch ein Grx-Molek •ul wird ein gluta-
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thionyliertes Protein auf Kosten von NADPH + H + mittels GSH reduziert [26, 30, 34] (Ab-

bildung 1.2). Hieraus lassen sich drei entscheidende Schritte f •ur eine Bindung von GSH an

Grx ermitteln: (1) Bildung eines gemischten Disul�d-Inter mediats mit dem N-terminalen Cy-

stein des aktiven Zentrums nach einem nukleophilen Angri�. (2) Freisetzung des gemisch-

ten Disul�d-Intermediats durch einen nukleophilen Angri� eines weiteren GSH-Molek•uls. (3)

Ausbildung von nicht-kovalenten Bindungen zwischen GSH mit den Thiolgruppen beider N-

terminaler Cysteine des aktiven Zentrum [35].

1.1.1 Das Thioredoxinsystem

Das Thioredoxinsystem besteht aus Trx, Trx-Reduktase (TrxR) und NADPH+H + . Es ist ei-

nes der antioxidativ aktivsten Systeme im Intrazellul•arraum der Zelle [19]. Peter Reichard et

al. beschrieben erstmals das niedermolekulare Dithiol-Protein Trx (9 � 16 kDa) als Wassersto�-

donator der Ribonukleotidreduktase (RNR) von E. coli [36,37]. Seitdem wurde die Funktion

von Trx auf eine generell wirkende Funktion als Disul�dreduktase erweitert [24,38{42]. Aktu-

ell ist Trx ein Protein mit Funktionen in der Beseitigung von oxidativem Stress, Regulation

von Transkriptionsfaktoren sowie der Modulation von Signalkaskaden oder der Immunant-

wort [43{46] (f •ur eine detaillierte Beschreibung siehe [5]).

Das urspr•unglich entdeckte Protein enth•alt das f•ur Dithiol-Trx typische aktive Zentrum,

C-G-P-C [47], das in allen Bereichen des Lebens, vom Bakterium bis zum Menschen, konser-

viert ist [48].

In S•augetieren ist Trx1 ein zytosolisches Protein. Es wird bei der Stimulation, z. B. bei leich-

tem oxidativen Stress, sekretiert oder durch einen noch nicht bekannten Mechanismus in den

Kern transloziert [49, 50]. Interessanterweise haben zytosolisches und nukle•ares Trx1 unter-

schiedliche Redoxzust•ande und werden unabh•angig voneinander reguliert [51]. In den vergan-

genen Jahren wurden bereits zahlreiche Interaktionspartner von Trx1 identi�ziert, wobei der

genaue Bindemechanismus noch unbekannt ist. Ein Interaktionspartner von Trx ist die Apop-

tosis signal-regulating kinase 1(ASK-1), die an reduziertes Trx1 bindet. Durch die Bindung

wird die Aktivit •at der ASK-1 herabgesetzt und die ASK-1-abh•angige Apoptose inhibiert [52].

Folglich wird Trx1 eine Funktion in der Redoxregulation der Apoptose zugeschrieben. Eine

Oxidation von Trx1 f •uhrt zu einer Dissoziation von Trx1 und ASK-1, wodurch dieseMAP-

Kinase-Kinase-Kinase aktiviert wird [53].

Trx-Bindeprotein-2 (TBP-2), auch bekannt als Vitamin D3 ho chreguliertes Protein-1 (VDUP-

1) oder Trx interacting protein (Txnip) ist ein negativer Regulator von Trx1, der •uber seine

Bindung an Trx1 dessen Aktivit •at reguliert. Eine Best•atigung der Bindung kann in einem

Yeast-Two-Hybrid Screen gefunden werden [54{56]. Bei Bindung von Txnip an Trx1 kann

Trx1 keine Interaktion mit ASK-1 eingehen, wodurch die Suppression der c-Jun N-terminalen
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Kinase (JNK) aufgehoben wird [55] und stressinduzierte Signalkaskaden weiter aktiv sind.

Trx2 ist ein mitochondriales Protein, das Funktionen in der Embryogenese und in aktiv at-

menden Zellen•ubernimmt [57].

Die genannten Trx'e bilden zusammen mit TrxR1 und TrxR2 ein reduzierendes System f•ur Di-

sul�de. TrxR'en bilden Homodimere, in denen beide Proteineein FAD-Molek •ul und als aktives

Zentrum ein Cystein-Selenocysteinmotif enthalten. Weiterhin verf •ugen beide Proteine•uber

ein redoxaktives Disul�d. Als Substrate dienen unter anderem Trx, Protein-Disul�d-Isomerase

(PDI) [58], 5,5'-Dithiobis-(2-nitrobenzoes•aure) (DTNB) [59] oder S-Nitrosoglutathion (GSNO)

[60]. Eine Reduktion von Substraten erfolgt analog zu den oben beschriebenen Dithiol- und

Monothiol-Mechanismen [61].

1.1.2 Das Glutaredoxinsystem

Komponenten des Grx-Systems sind das GSH-Redox Paar GSH/GSSG, GR und Grx [24,62,

63].

Grx'e sind ubiquit •ar exprimierte niedermolekulare GSH-abh•angige Reduktasen (9-16 kDa),

die ebenfalls Wassersto�donatoren f•ur die Ribonukleotidreduktase (RNR) sind [24,64{68].

Eine signi�kante Homologie zwischen Trx und Grx, die sich in einem gemeinsamen Fal-

tungsmotif (Trx-Faltung) wiederspiegelt, l •asst auf eine funktionelle Verwandtschaft schlie�en.

Tats•achlich kompensieren sich beide Proteinsysteme in zahlreichen Funktionen gegenseitig,

aber sie ersetzen sich nicht vollst•andig. Aufgrund der Struktur ihres aktiven Zentrums lassen

sich Grx'e in zwei Gruppen unterteilen: Dithiol-Grx'e mit z wei Cysteinen (C-P-Y-C) in ihrem

aktiven Zentrum und Monothiol-Grx'e mit einem Cystein (C-G -F-S) im aktiven Zentrum.

Monothiol Grx'e unterteilen sich in Einzel-und Multidom •anenproteine [69{71].

Grx1 ist ein zumeist zytoplasmatisches Dithiol-Grx (C-P-Y-C), das auf bestimmte Stimuli in

den Kern [72] oder den Intermembranraum von Mitochondrien [73] transloziert wird. Auch

eine Sekretion von Grx1 ist m•oglich, wodurch es beispielsweise eine Funktion in der HIV

Virion-Zell-Interaktion •ubernehmen k•onnte [74, 75]. In der Zelle ist Grx1 unter anderem an

der zellul•aren Di�erenzierung [76], der Regulation von Transkriptionsfaktoren (beispielsweise

AP-1 oder NF-� B [77{79]), der Reduktion von Dehydroaskorbat [80] oder derApoptose [81,82]

beteiligt.

Grx2 ist ein mitochondriales Dithiol-Grx (C-S-Y-C). Es wei st im Vergleich zu Grx1 ein et-

wa 20-fach niedrigeres endogenes Proteinlevel auf [74]. Inder Zelle ist Grx2 ein e�zienter

Katalysator von Proteinglutathionylierungen. Ein Beispi el hierf•ur ist die reversible Gluta-

thionylierung von Komplex I, der gr •o�ten Quelle f •ur reaktive Sauersto�spezies (ROS) im

Organismus [83,84]. Hierbei wird das aktive Zentrum durch GSH bzw. TrxR reduziert [85]. In

HeLa-Zellen wurde gezeigt, dass Grx2 Zellen vor Doxorubicin (DOX) oder Phenylarsinoxid
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(PAO) induziertem oxidativen Stress sch•utzt. So stieg nach einer Reduktion der Expression

mittels siRNA die Mortalit •at auf Behandlungen mit Doxorubicin oder PAO an [86]. DOX

ist ein Medikament in der Behandlung von Krebs. Es interkaliert in die DNS und induziert

au�erdem die Produktion von ROS [87,88], indem es Elektronen von Komplex I der mitochon-

drialen Atmungskette nutzt [89]. PAO interagiert mit benac hbarten Dithiolen und dar •uber

mit dem Trx- und Grx-System [90]. Weiter wurde Grx2 als erstes Fe/S-Zentrum koordinieren-

des Grx beschrieben. Durch sein redoxsensitives Fe/S-Zentrum bildet Grx2 ein Homodimer,

das in vivo einen Redoxsensor darstellen k•onnte [91].

Das erstmals in Hefe beschriebene Grx5 [92] ist ein mitochondriales Monothiol-Grx mit einer

C-G-F-S-Sequenz im aktiven Zentrum. Einknock-downvon Grx5 weist auf Funktionen in der

Biosynthese von Fe/S-Zentren hin [93].

Grx3 ist ein zytosolisches multidom•anen Monothiol-Grx, das sich aus einer Trx- und zwei

Grx-Dom•anen zusammensetzt. Witte und Mitarbeiter beschrieben Grx3 erstmals als Inter-

aktionspartner der Proteinkinase C (PKC) [94]. In Abschnit t 1.1.3.1 ist eine detaillierte Be-

schreibung dieses Proteins zu �nden.

GSH/GSSG stellen das bedeutenste Redoxpaar in der Zelle dar. F•ur die Reduktion eines

GSSG Molek•uls werden zwei Elektronen ben•otigt. Das Verh•altnis von GSH zu GSSG ist ein

Indikator f •ur das zellul•are Redoxpotential. Anhand des Redoxpotentials wird der biologische

Status der Zelle abgelesen (� 240 mV Proliferation, � 200 mV Di�erenzierung und � 170 mV

Apoptose) [95]. Die Glutathionylierung ist ein Schl•usselprozess in der Regulation von zel-

lul •aren Prozessen bei oxidativem Stress, der durch Grx katalysiert wird [27, 96]. Eine durch

oxidativen Stress induzierte Glutathionylierung beein
u sst hierbei die Funktionen von Pro-

teinen wie z. B. Aktin [97], G3PDH [98], c-Jun [99] oder der NF� -B Untereinheit p50 [100].

1.1.3 Proteine mit einer Thioredoxin-Homologiedom •ane

Eine dritte Gruppe von Proteinen der Trx-Superfamilie ist •uber eine zus•atzliche Trx-Homo-

logiedom•ane gekennzeichnet. Vertreter dieser Gruppe sind Redoxineohne eine Oxidoreduk-

taseaktivit •at. Zu ihnen z•ahlen die Spermatozyten/Spermatiden spezi�schen SpTrx1,SpTrx2

und SpTrx3 [101,102]. SpTrx1 weist eine C-terminale Trx-•ahnliche Dom•ane auf. SpTrx2 setzt

sich aus einer C-terminalen Trx-Homologiedom•ane und drei N-terminal gelegenen Nukleo-

sid Diphosphat Kinase- (NDPK-) Dom•anen zusammen. SpTrx3 ist ein Einzeldom•anenprotein

bestehend aus einer Trx-•ahnlichen Dom•ane. Ein weiteres Redoxin dieser Gruppe ist das mi-

krotubulispezi�sche Txl-2, bestehend aus einer N-terminalen Trx- •ahnlichen Dom•ane und einer

C-terminalen NDPK-Dom •ane.

Ferner geh•oren zu den Proteinen mit einer Trx-Homologiedom•ane Redoxine, die eine Oxido-

reduktaseaktivit •at aufweisen. Hierzu z•ahlt ein Substrat der TrxR, Trxl-1, bestehend aus einer
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Abbildung 1.3: Multidom •anenstruktur

von Proteinen mit einer Thioredo-

xindom •ane. Homologe Dom•anen sind

mit gleichen Farben markiert.

C-terminalen Trx-Dom •ane und Nukleoredoxin (Nrx), das aus drei Trx-Homologiedom•anen

besteht (s. Abbildung 1.3). Die Lokalisation der genanntenProteine mit einem Trx-Motif ist

in Abbildung 1.4 gezeigt.

Abbildung 1.4: Lokalisation von Proteinen mit einem Trx-Motif. Details sind im Text

beschrieben. Durchgezogene Linien deuten eine direkte Interaktion an, umkreiste (e� ) zeigen

Elektronentransfer. Schwarz umrandete (-) bedeuten Inhibition, gestrichelte Pfeile stehen f•ur

eine Translokation (modi�ziert nach [5]).

1.1.3.1 Glutaredoxin 3

Grx3/PICOT/TXNL2/HUSSY-22 [94, 103] ist ein aus drei Dom •anen aufgebautes Prote-

in, bestehend aus einer C-terminalen Trx- und zwei N-terminal gelegenen Monothiol-Grx-
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Dom•anen. In einemYeast-Two-Hybrid-Screen und durch eine Co-Immunopr•azipitation nach
•Uberexpression wurde Grx3 als direkter Interaktionspartner der Proteinkinase C-� (PKC � )

identi�ziert. Eine •Uberexpression von Grx3 in T-Lymphozyten f•uhrt zu einer Aktivierung

der c-Jun-terminalen Kinase sowie zu einer Inhibierung derTranskriptionsfaktoren AP-1 und

NF-� B [94]. Eine weitere Studie deutete eine Tyrosinphosphorylierung von Grx3 nach Be-

handlung von Jurkatzellen mit H2O2 an. Es wird vermutet, dass dieser E�ekt Teil der akti-

vierungsabh•angigen Signalwege der zellul•aren Antwort auf Stresssignale ist [104].

Dar•uberhinaus wurde Grx3 bei einem Chromatin-Immunopr•azipitationsassay als Zielprotein

von Serum Response Faktoren(SRF) identi�ziert und in Zusammenhang mit der Entwick-

lung des Herzens gebracht. SRFs sind Transkriptionsfaktoren. Sie spielen in der Entstehung

mesodermalen Gewebes und folglich in der Herzentwicklung eine wichtige Rolle. Hieraus l•asst

sich eine Relevanz von Grx3 in der fr•uhen embryonalen Entwicklung von Herzgeweben ablei-

ten [105]. In weiteren Studien wird Grx3 eine sch•utzende Funktion in der Herzphysiologie zu-

geschrieben. Nach mechanischer (transverser Aortenverengung) oder chemischer (durch Gabe

von Entholin � 1 oder Phenylephrin) Induktion einer Hypertrophie steigt die Expressionsrate

von Grx3 in Kardiomyozyten [106].

Zus•atzlich konnte gezeigt werden, dass Grx3 direkt mit dem Muskel-LIM Protein (MLP) in-

teragiert [107]. MLP ist ein Schl•usselprotein f•ur das Calcineurin-NFAT ( Nuclear Factor of

Activated T cells)-Signaling. Tats•achlich wirkt sich Grx3 negativ auf das Calcineurin-NFAT-

Signaling aus [108].

Neben dem Ein
uss auf die Herzhypertrophie wirkt sich ein exakt reguliertes Grx3-Level

auf die Kontraktilit •at von Kardiomyozyten aus. Dies l•asst sich auf eine erh•ohte Kalzium-

Sensitivit•at der kontraktilen Elemente zur•uckf•uhren, unter anderem hervorgerufen durch Hy-

perphosphorylierung von Troponin 1 oder eine Erh•ohung der Sarkoplasmatischen Retikulum

Kalzium ATPase (SERCA)-Aktivit •at. Alle genannten Prozesse sind zellautonom reguliert,

eine Stimulation der Hypertrophie in isolierten Kardiomyozyten f•uhrt zu einer Erh•ohung

des Grx3-Expressionslevels, die in Fibroblasten nicht nachweisbar ist. Eine weitere Funkti-

on von Grx3 deutet sich in der Embryogenese an. Homozygote Grx3� =� -M•ause weisen eine

embryonale Letalit•at zwischen E12; 5 und E14; 5 auf. Charakteristisch f•ur diese Tiere ist ei-

ne verkleinerte K•orpergr•o�e und Blutungen im Kopf. Eine histologische Analyse von E12; 5

Grx3� =� -Embryonen zeigt jedoch keine signi�kanten Defekte in der Organogenese [109].
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1.2 Funktionen und Zielprozesse von Thioredoxinen und ver-

wandten Proteinen

1.2.1 Eisenschwefelzentren und Eisenregulation

Eisenschwefelproteine (Fe/S-Proteine) werden ubiquit•ar in allen lebenden Organismen ex-

primiert. In vivo koordinieren diese Metalloproteine haupts•achlich [2Fe-2S]- oder [4Fe-4S]-

Zentren, die ein Redoxpotential zwischen� 650 und +450 mV aufweisen k•onnen [110]. Hier-

durch wird eine Basis f•ur eine Vielzahl von Funktionen gescha�en (siehe Abbildung1.5).

Abbildung 1.5: Funktionen von Fe/S-

Proteinen. Gezeigt sind die Funktionen

von Proteinen der Trx-Superfamilie. F•ur je-

de Funktion wurde exemplarisch ein Protein

erw•ahnt.

1.2.1.1 Assemblierung von Eisenschwefelzentren

Eisenschwefel-(Fe/S)-Zentren k•onnen sich in Anwesenheit von anorganischem Schwefel und

Eisen spontan bilden. Die hierf•ur ben•otigten Konzentrationen der beiden Elemente sind f•ur

die Zelle allerdings toxisch und die Reaktion w•are zu langsam.

Zur Beschleunigung der Reaktion und um geringe Eisen- und Schwefelkonzentrationen nut-

zen zu k•onnen, entwickelten sich drei verschiedene Systeme: das NIF (nitrogen �xation )-, das

ISC (iron-sulfur-cluster )- und das SUF (sulfur mobilization)-System (f•ur eine detaillierte Be-

schreibung siehe [111{113]). Prokaryonten besitzen alle drei Systeme, wobei das NIF-System

Proteine der Sticksto��xierung mit Fe/S-Zentren versorgt . Das SUF-System versorgt Prote-

ine unter Eisenmangel oder oxidativem Stress in Bakterien und Archeaebakterien mit Fe/S-

Zentren und das ISC-System ist das wichtigste System f•ur die Reifung von Fe/S-Zentren. In

Eukaryonten ist sowohl das ISC-System in Mitochondrien alsauch das SUF-System in Pla-

stiden von photosynthetisch aktiven Organismen exprimiert [111,114,115].

Im Weiteren wird das ISC-System n•aher betrachtet. Das ISC-Operon von Bakterien besteht

aus IscS, IscU, dem Ferredoxin IscA und den beiden Chaperonen HscA und HscB [116,117]. In

diesem System•ubernehmen IscS und IscU die Funktion der Cystein-Desulfurase [117,118] bzw.

der Fe/S-Assemblierungsplattform [119,120]. Aufgrund ihrer strukturellen Unterschiede schei-

nen IscA und IscU unterschiedliche Apo-Proteine mit Fe/S-Zentren zu versorgen [121, 122].

Durch die Aktivit •aten des ISC-Exports und der CIA-Maschinerie (cytosolic iron-sulfur prote-

in assembly) wurde die Pr•asenz von Fe/S-Proteinen in Zytosol, Mitochondrien und Nukleus
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gekl•art [123].

F•ur die Synthese von Fe/S-Zentren in Proteinen stellen alle Systeme eine Pyridoxalphosphat-

abh•angige Cysteindesulfurase und eine Assemblierungsplattform f•ur Fe/S-Zentren zur Ver-

f•ugung. Bisher konnte die Funktion der Cystein-Desulfuraseeindeutig den Proteinen NifS,

SufS und IscS zugesprochen werden [111,124,125]. Im Gegensatz dazu ist die •Ubertragung der

Fe/S-Zentren von Nif/IscU oder SufA auf apo-Fe/S-Proteine noch unklar [113,126]. F•ur Grx5

wird eine Funktion als Sca�old -Protein diskutiert. Ein knock-out von Grx5 f•uhrt zu einem

konstitutiven oxidativen Schaden, einer Inaktivierung von Fe/S-Proteinen und Eisenakkumu-

lationen, da Isu1 Fe/S-Zentren bindet und diese nicht auf Zielproteine mittels Ssq1 oder Atm1

•ubertr •agt [127]. Eine Verminderung dieser E�ekte kann durch die •Uberexpression von Ssq1,

einem HSP70/DnaK-Typ-Chaperon oder von Isa herbeigef•uhrt werden [93]. Ferner geht Grx5

Komplexe mit Hefe ISC-Komponenten ein [128]. In einemYeast-Two-Hybrid-Screen wurde

Grx5 als Interaktionspartner von IsaI identi�ziert [129].

1.2.1.2 Eisenhom •oostase

Eisen ist f•ur alle Organismen essentiell, aber in zu hohen Dosen toxisch. Um Fehlfunktionen zu

vermeiden, ist eine exakte Regulation des Eisengehalts unerl •asslich. Bisher zeichnet sich hier

eine besondere Funktion der Monothiol-Grx'e in der Eisenhom•oostase ab. In der Zebra�sch-

(Danio rerio ) Mutante Shiraz f•uhrt ein Grx5 knock-down zu einem Ungleichgewicht in der

Biosynthese von Fe/S-Zentren und als Folgereaktion zu Defekten in der Eisenhom•oostase und

der H•amsynthese [70]. Patienten mit einem Splicing-Defekt im Grx5-Gen, der zu verminder-

ten Grx5-Leveln f•uhrt, weisen eine sideroblastische-mikrozystische An•amie und ein deutlich

erh•ohtes Eisenlevel auf [130].

Der oben beschriebene Grx5-Ph•anotyp in Hefe kann durch die Expression verschiedener

Monothiol-Grx'e mit mitochondrialer Lokalisation aufgeh oben werden [69,70,131].

Bakterien (z. B. E. coli ) nehmen Eisen Fur (ferric uptake regulator) vermittelt auf. Mit Eisen

beladen ist Fur ein Repressor f•ur zahlreiche Gene der Eisenaufnahme und -regulation [132].

In einem Fur� E. coli Stamm zeigt eine Eisendepletion eine Reduktion der Expression. Bei
•Uberexpression von Grx4, einem Homolog zu humanem Grx5, erh•ohte sich die Expression der

betre�enden Gene. Folglich scheint Grx4 in die Eisenhom•oostase involviert zu sein [133].

In Saccharomyces cereviseaewird der Transport von Eisen in die Zelle durch Aft ( Activator

of ferrous transport) reguliert [134,135]. Aft ist ein zytosolisches Protein, das bei Eisenmangel

in den Kern transloziert und die Transkription des Eisenregulons induziert [131]. Der genaue

Mechanismus der Eisendetektion ist bis heute unklar. Bisher wird Aft in Zusammenhang mit

der Biosynthese von Fe/S-Zentren und als direkter Interaktionspartner von Hefe Grx3=4 (Ho-

mologons zum humanen Grx3) beschrieben [136{138]. In Zellen ohne Grx3=4 werden Gene



Einleitung 10

des Eisenregulons konstitutiv exprimiert, wohingegen eine •Uberexpression von Grx4 keine

Ver•anderungen zum Wildtyp zeigt. Ferner zeigt sich, dass Zellen ohne Grx3=4 in der G1-

Phase des Zellzyklus verbleiben, und dadurch langsamer wachsen. Dies wird als Konsequenz

der Dysregulation des Eisensto�wechsels interpretiert. Au�erdem sind die Zellen sensitiver

gegen•uber oxidativem Stress, der durch Wassersto�peroxid oder tert-butyl Hyperoxid aus-

gel•ost wird. Eine Behandlung mit Diamid, einem Oxidant f •ur Thiole, hat hingegen keinen

E�ekt [138].

Vertebraten haben ein posttranskriptionelles System zur Regulation der Eisenaufnahme bzw.

zur Eisenkofaktor Biosynthese [139{141]. Das System basiert auf den eisenregulierten Prote-

inen IRP1 und IRP2 ( iron regulatory protein ). Unter Eisenmangel k•onnen diese Proteine an

IREs (iron responsive elements), Hairpin -Strukturen in der mRNS von IRP regulierten Ge-

nen, binden. IREs be�nden sich entweder am 5'- oder am 3'-UTRder mRNS. Eine Bindung

am 5'-UTR f •uhrt zu einer Repression der Translation, wie es zum Beispiel f •ur Ferritin der

Fall ist. Die alternative Bindung am 3'-UTR, zum Beispiel bei dem Transferrinrezeptor (TfR),

f•uhrt zu einer Stabilisierung der mRNS und so zu einer erh•ohten Translationsrate [139]. In

Danio rerio konnte gezeigt werden, dass eine fehlende Expression von Grx5 zu einer Aktivie-

rung von IRP1 f•uhrt [70]. Es wird angenommen, dass die Eisenregulation im Menschen eine

wichtige Rolle in zahlreichen Erkrankungen wie beispielsweise Morbus Alzheimer [142, 143],

Morbus Parkinson [144] oder Friedreich-Ataxie [145,146] spielt.
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1.3 Zielsetzung

Zu den Zielen der vorliegenden Dissertation geh•orten Untersuchungen zur Identi�kation, Lo-

kalisation und Funktion von humanem Grx3.

Im ersten Schritt sollte eine in silico Analyse durchgef•uhrt werden. Im Rahmen dieser Analy-

se sollten Sequenzeigenschaften des Grx3-Gens und die phylogenetische Verwandtschaft von

Grx3 verschiedener Spezies untersucht werden.

Im zweiten Schritt sollten durch eine in vitro Analyse die biochemischen Eigenschaften von

Grx3 gekl•art werden. In der Vergangenheit konnten Fe/S-Zentren in Zusammenhang mit

Grx'en gebracht werden. Im Rahmen der biochemischen Analyse sollte nach in vitro Re-

konstitution oder anaerober Reinigung gekl•art werden, ob das monothiol Grx3 Fe/S-Zentren

koordinieren kann. In einem weiteren Schritt sollte der Ein
uss •au�erer Faktoren auf die Sta-

bilit •at der Fe/S-Zentren gezeigt werden. Schlie�lich sollten die Fe/S-Zentren im Anschluss an

eine anaerob durchgef•uhrte Immunopr •azipitation ggf. auch in vivo nachgewiesen werden.

Im dritten Schritt sollten Erkenntnisse zu Funktionen von G rx3 in vivo gesammelt werden.

Hierzu sollte zun•achst eine Expressionsstudie mittels RT-PCR und eine Lokalisationsstudie

mittels Immunohistochemische durchgef•uhrt werden. In Kombination mit den Daten einer

Microarrayanalyse nach di�erentieller Genexpression vonGrx3 unter Stimulation mit Phor-

bol 12-Myristate 13-Acetat (PMA) sollten m •ogliche Funktionen von Grx3 nach Stimulation

der PKC hergeleitet werden, die in nachfolgenden Experimenten veri�ziert werden sollten.

Das Hauptaugenmerk der Funktionsanalyse lag in der Analysedes Ein
usses von Grx3 im

Transport von Eisen in der Zelle bzw. der •Ubertragung von Fe/S-Zentren und sein Ein
uss in

der Eisenhom•oostase. Hierzu sollten die Aktivit•aten verschiedener eisenabh•angiger Proteine,

die RNS-Bindeaktivit •aten von IRP1 und IRP2 sowie die Expression eisenabh•angiger Proteine

bestimmt werden.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Allgemeines

2.1.1 Ger •ate

Ausstattung

Ger •at Firma Stadt Land

Agaroseelektrophoresekammer Carl Roth Karlsruhe D

Autoklav Systec Wittenberg D

Spannungsgeber ECPS 3000=150, EPS

600, 601

Pharmacia Fine Chemicals Uppsala SE

Acrylamid Elektrophorese Kammer Invitrogen Karlsruhe D

Elisa Reader In�nite M200 Tecan Crailsheim D

Photometer V-550 Jasco Crailsheim D

Photometer Specord S300 UV Vis Analytic Jena Jena D

Gel Imager Kodak Stuttgart D

Inkubator Heraeus Hanau D

Kamera Chemostar Intas Br •ussel D

Mikroskop LCS SP2 Leica Microsysteme Wetzlar D

Lichtmikroskop Leica Diaplan Leica Microsysteme Wetzlar D

Mikroskop Kamera Micro Publisher QImaging Surrey BC CAN

pH-Meter G-tech Instruments Hsinchu T

Pipetierhilfe Matrix Cell Mate II Thermo Scienti�c Schwerte D

Sch•uttelinkubator Innova 4300 New Brunswick Scienti�c New Jersey USA

Schlittenmikrotom Microm HM400 Thermo Scienti�c Walldorf D

13
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Sterilbank Antair BSK Cothech Berlin D

Thermocycler T3000 Biometra G•ottingen D

Wasserbad Lauda m3 Lauda Dr. R. Wobser

GmbH

Lauda-

K•onigshofen

D

Zentrifuge Avanti J-20 XP Beckman M•unchen D

Fermenter R'ALF PLUS SOLO, 6 ; 7 L Bioengineering Wald CH

2.1.2 Chemikalien, Kits und andere Komponenten

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von Acros (Geel, Bel), Applichem

(Darmstadt, D), Carl-Roth (Karlsruhe, D), Fermentas (St. L eon-Rot, D), Fluka (Buchs, CH),

Gibco Life Technology (Karlsruhe, D), Merck (Darmstadt, D) , Riedel de Haen (Seelze, D),

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D), Serva (Heidelberg, D) oder Sigma-Aldrich (Darm-

stadt, D) in analytischem Grad bezogen. Matrices zur Reinigung von Proteinen wurden von

GE Healthcare (M•unchen, D) bezogen.

F•ur diese Arbeit verwendete Kits stammten von den Firmen Bio-Rad (Hercules, USA), Fer-

mentas (St. Leon-Rot, D), Macherey-Nagel (D•uren, D), Promega (Mannheim, D), Quiagen

(Hilden, D), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D) und Thermo Scienti�c (Walldorf, D).

Weitere Komponenten wie beispielsweise Antibiotika-Stocks, Enzyme, F•otales K•alberserum,

F•otales Ziegenserum, Konzentratoren, Pu�er, Protein- und DNA-Marker, Membranen sowie

Zellkulturmedien wurden von Fermentas (St. Leon-Rot, D), Finnzymes (Espoo, FI), Invitro-

gen (Groningen, NL), New England Biolabs (Frankfurt, D) oder PAA (C •olbe, D) bezogen.

Verbrauchsmaterialien wie Reaktionsgef•a�e, Falcontubes, Pipettenspitzen, Zellkultur
aschen

oder sterile Pipetten wurden bei Carl-Roth (Karlsruhe, D), Greiner (Frickenhausen, D), Kobe

(Marburg, D) oder Sarstedt (N •umbrecht, D) bestellt.

2.1.3 Antik •orper

Zum spezi�schen Nachweis von Proteinen in humanen Zelllinien oder Lysaten wurden ent-

weder Antik•orper aus Eigenproduktion oder kommerziell erworbene Antik•orper in geeigneter

Verd•unnung verwendet (siehe Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2: Antik•orper zur F•arbung von humanen Zellen

oder Lysaten.

Name Quelle Wirt Verd •unnung

Ferritin ICN Biomedicals Kaninchen 1 : 1000

Goat-anti-mouse biotin Bio-Rad Ziege 1 : 5000

Goat-anti-mouse HRP Bio-Rad Ziege 1 : 5000

Goat anti-rabbit biotin Bio-Rad Ziege 1 : 5000

Goat-anti-rabbit-HRP Bio-Rad Ziege 1 : 5000

GPAT Bereitstellung: Dr. Hele-

ne Puccio, Department of

Neurobiology and Gene-

tics, Illkirch, FR

Kaninchen 1 : 7500

hGrx3 eigene Herstellung Kaninchen 1 : 1000

hGrx5 eigene Herstellung Kaninchen 1 : 1000

Iron responsive protein 1 eigene Herstellung Kaninchen 1 : 1000

Iron responsive protein 2 Leihgabe AG Lill Kaninchen 1 : 200

mGrx3 eigene Herstellung Kaninchen 1 : 1000

Proteinkinase C � BD Transduction Labora-

tories

Maus 1 : 1000

TfR Zymed Maus 1 : 3000

Tubulin T9026 Sigma (Taufkirchen, D) Maus 1 : 5000

2.1.4 Oligonukleotide, siRNA und Morpholinos

Primer, die f•ur diese Studie verwendet wurden, sind von DNA-Technology GmbH (Aahus,

DK) im Kundenauftrag synthetisiert worden. Versandt wurde n die Oligonukleotide in lyophi-

lisierter Form. Vor ihrer Verwendung wurden die Primer mit N uklease-freiem Wasser auf eine

Stockkonzentration von 100 pmol=� l eingestellt und bis zu ihrer Verwendung bei � 20 � C

gelagert (siehe Tabelle 2.3).
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Tabelle 2.3: Oligonukleotide f•ur Klonierungen und Q-RT-

PCR. Nicht-Homologe Bereiche in den Sequenzen wurden fett

geschrieben.

Name Ampli�kat Sequenz

PRCHLM001 hGrx3-f CACACACATATG GCGGCGGGGGCGGCTG

PRHPM013 hGrx3-r GGATCC TTAATTTTCTCCTCTCAGTATAGGCAG

CAATTCACCATTTTCTTTCAGTTCCTTCACAATAT

CCAATCCTCC

PRHPM023 hGrx3-

C159S-f

CTCCTCAAGAACCACGC A GTGGTTTCAGCAAGCA

GATGGTGGAAATTCTTCACAAAC

PRHPM024 hGrx3-

C159S-r

GTTTGTGAAGAATTTCCACCATCTGCTTGCTGAA

ACCAC T GCGTGGTTCTTGAGGAG

PRHPM025 hGrx3-

C261S-f

CAAACAGGAAGCAAAAT CTGGATTCAGCAAACAA

ATTCTGGAAATACTAAATAGTAC

PRHPM026 hGrx3-

C261S-r

GTACTATTTAGTATTTCCAGAATTTGTTTGCTGA

ATCCA GATTTTGCTTCCTGTTTG

PRHPM030 hGrx3-f CAAGTCCCTCCTTGTGGTCCATTTCTGG

PRHPM033 hGrx3-r CTTACAATAGTTGGGCACCAAGTTTAAG

PRHPM038 mGrx3-r GGATCC CTAATTTTCTCCTTTCAGTATAGGCA

GCAATTCACCGTTGTCTTTCAGTTCCTTGACAA

TATCCAATCC

PRHPM039 mGrx3-f CATATG GCGGCGGGGGCGGCCG

PRHPM041 hGrx3

(1-120)-r

GGATCC TCAGGAGCCACTAGATGCATGTCGCTG

PRHPM042 hGrx3

(125-235)-f

CATATG GCTAATGAACATCTTAAAGAAGATCTC

AACC

PRHPM043 hGrx3

(235-335)-f

CATATG TTAGAGGAAAGGCTCAAAGTGCTGAC

PRHPM044 hGrx3

(125-235)-r

GGATCC TCATAATTTGGGAGCTTTGGGACAAA

TTGTATC

PRHPM060 Grx3-f GATGAAGAAGTTCGGCAAGG

PRHPM061 Grx3-r GGCAGCAATTCACCATTTTC

PRHPM062 ICAM1-f GCTGGAGCTGTTTGAGAACAC

PRHPM063 ICAM1-r CAAGTTGTGGGGGAGTCG
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PRHPM064 Tpm2-f GGAGAAAACCATCGATGACC

PRHPM065 Tpm2-r CAAGGTCTGGTGAATCTCGAC

PRHPM066 Dock4-f CAACCAGCCCGATGAGAC

PRHPM067 Dock4-r GCTCTCTGGAATGGGAGTCA

PRHPM068 HO-1-f CAAGTTCAAGCAGCTCTACCG

PRHPM069 HO-1-r CCTGCAACTCCTCAAAGAGC

PRHPM070 Dusp6-f CGACTGGAACGAGAATACG

PRHPM071 Dusp6-r GGAGAACTCGGCTTGGAACT

PRHPM072 ITGA2-f GAACCGAATGGGAGATGTGT

PRHPM073 ITGA2-r CATTTGGAATGCTTGTTGAAGT

PRHPM074 Txnip-f CTTCTGGAAGACCAGCCAAC

PRHPM075 Txnip-r GAAGCTCAAAGCCGAACTTG

PRHPM076 GLRX-f GGGCTTCTGGAATTTGTCGAT

PRHPM077 GLRX-r CTGCATCCGCCTATACAATCTT

PRHPM078 FosB-f CTGACCGACCGACTCCAG

PRHPM079 FosB-r GCACAAACTCCAGACGTTCC

PRHPM080 Dusp4-f GTGCATCCCAGTGGAAGATAAC

PRHPM081 Dusp4- GCAGTCCTTCACGGCATC

PRHPM082 CFL2-f CTGGGCTCCTGAAAGTGC

PRHPM083 CFL2-r CTACATTGCCTCCCAATTTCTCTCC

PRHPM084 GAPDH-f GAGTCCACTGGCGTCTTCAC

PRHPM085 GAPDH-r GTTCACACCCATGACGAACAT

Morpholinos wurden von Gene Tools, LLC (Philomath, USA) bezogen (siehe Tabelle 2.4).

Tabelle 2.4: Morpholinos zur Injektion in D. rerio.

Name Sequenz

Grx3 ATGCCGCGTCCGTGAAGTTCGCCAT

Kontrolle Standard control Oligo (Gene Tools, LLC (Philomath, USA)

Die siRNA wurde von Ambion (Austin, USA) oder Eurogentec (Seraing, BE) bezogen.

Versandt wurden die Proben als komplement•are doppelstr•angige siRNA in gefrorener L•osung.

Um wiederkehrende Auftau- und Einfrierzyklen zu vermeiden, wurde die siRNA auf Eis auf-
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getaut und aliquotiert (siehe Tabelle 2.5).

Tabelle 2.5: Zur Transfektion verwendete siRNA.

Name Sequenz

si-Grx3(TS1)-s GCCUAUUCCAGUUGGCCUAtt

si-Grx3(TS1)-a UAGGCCAACUGGAAUAGGCtt

si-Grx3(TS2)-s CGAAGUUAUGGCAGAGUUtt

si-Grx3(TS2)-a UAACUCUGCCAUAACUUCGtt

si-Grx3(TS3)-s GGAACUCCUCAAGAACCACtt

si-Grx3(TS3)-a GUGGUUCUUGAGGAGUUCCtt

si-control-s CAUUCACUCAGGUCAUCAAtt

si-control-a CUGAUGACCUGAGUGAAUGAtt

2.2 Kultivierung von Organismen

2.2.1 Bakterien

2.2.1.1 Bakterienst •amme

Alle Experimente mit kompetenten Bakterien des Escherichia coli K-12-Stammes wurden

mit BL21(DE3)codonplus (Expression) und XL1blue mrf' (Klo nierung) durchgef•uhrt. Bis zu

ihrer Verwendung wurden die Zellen bei� 20 � C gelagert (siehe Tabelle 2.6).

Tabelle 2.6: Bakterienst•amme f•ur Klonierungen und Expres-

sion.

Name Genotyp Firma Stadt Land

Xl1bluemrf' � mrcA3� (mrcCB-hsdSMR-

mrr )173endA1 supE44 thi -1 recA1

gyrA96 relA1 lac F�[ proAB lacqZ]� M15

Tn10(Tet r )

Stratagene Heidelberg D

BL21(DE3)

codonplus

E.coli B F � ompT hsd(rB � mB� )dcm+

Tet r gal� (DE3) endA Hte[argU proL

camr ][argU ileY leuW Strep/Specr ]

Stratagene Heidelberg D
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2.2.1.2 Kultivierung von Bakterien

LB-Medium: 1%(w/v) NaCl, 0; 5%(w/v) Hefe-Extrakt, 1%(w/v) Trypton, pH 7; 2-7; 5.

Vogel-Bonner-Medium: 25-fach VBB-Salze: 10; 25 g MgSO4, 560 g Zitrat, 319; 2 g

K2HPO4, 87; 5 g Na(NH4)HPO4* 4H2O, mit Wasser auf einen Liter au� •ullen; SL4-L •osung :

500mg EDTA; 200mg FeSO4* 7H2O; SL6-L •osung : 100mg ZnSO4* 7H2O, 125mg MnCl2,

300 mg H3BO3, 236 mg CoSO4* 6H2O, 10 mg CuCl2* 2H2O, 20 mg NiCl2* 6H2O, 30 mg

NaCuCl2MoO4* 2H2O. F•ur das Medium wurden die folgenden Substanzen in der angegebenen

Reihenfolge miteinander vermengt:(1) 850 ml Wasser; (2) 20 g Glukose;(3) 40 ml 25x VBB-

Salze;(4) 0; 2 ml 100mM Thiamin-HCl; (5) 10 ml SL-4 L•osung; (6) notwendige Antibiotika

Alle 
 •ussigen Wachstumsmedien wurden mit doppelt destilliertemWasser aus einer Millipore-

Q-Anlage angesetzt und vor ihrer Verwendung f•ur 20 min bei 121 � C und 1 bar autoklaviert.

Alle Medien wurden bei Raumtemperatur gelagert. Zur Produktion von Festmedien wurden

die Fl•ussigmedien mit 1; 5 % Agar-Agar versetzt und nach dem Autoklavieren auf etwa 60� C

abgek•uhlt, um dann in Petrischalen gegossen zu werden. Nach dem Erh•arten des Mediums

wurden die Platten bei 4 � C gelagert.

Je nach Verwendung wurden einzelne Kolonien oder 50� l einer Bakterienstammkultur in un-

terschiedlichen Volumina Medium angeimpft. F•ur kleine Volumina (bis 5 ml) wurden Sarstedt-

R•ohrchen verwendet, mittlere Volumina (bis 100 ml) wurden in Erlenmeyerkolben und gro�e

Kulturvolumina (bis 5 l) wurden in einem Fermenter angeimpft. Kleine und mittlere Kultur-

volumen wurden •uber Nacht bei 37 � C und 250 upm in einem Horizontalsch•uttler inkubiert.

Gro�e Kulturvolumen wurden in einem Fermenter herangezogen und abschlie�end f•ur die Ex-

pression rekombinanter Proteine verwendet.

Entsprechend [147] wurden Antibiotika Stockl•osungen in autoklaviertem doppelt destillier-

tem Wasser oder 100 % Ethanol angesetzt und die Wachstumsmedien mit den ben•otigten

Antibiotika in den angegebenen Endkonzentrationen verwendet (siehe Tabelle 2.7).
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Tabelle 2.7: Antibiotika-Stockl •osungen und Endkonzentratio-

nen.

Name Stockl •osung

[mg/ml]

L •osungsmittel Endkonzentration

[� g/ � l]

Ampicillin 100 H2O 100

Chloramphenicol 34 Ethanol 34

Kanamycin 100 H2O 100

Tetrazyklin 10 Ethanol 10

2.2.1.3 Herstellung und Transformation kompetenter Bakte rien

RF- 1: 100 mM RbCl, 50 mM MgCl2, 30 mM K-Acetat, 10 mM CaCl2, 15 % (v/v) Glycerol,

pH 5; 8. RF- 2: 10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl2, 15 % (v/v) Glycerol, pH 6; 8.

Chemisch kompetente Bakterien wurden nach der Rubidiumchlorid-Methode hergestellt [148].

Beim Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (OD600 = 0 ; 5� 0; 7) wurden die Bakte-

rien f•ur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie�end wurden sie bei 1000� g f•ur 15 Minuten bei

4 � C zentrifugiert. Nachdem die Bakterien in 1=3 des Anfangsvolumen RF-1 L•osung resuspen-

diert wurden, schloss sich eine 15-min•utige Inkubation auf Eis an. Anschlie�end wurden die

Bakterien erneut unter den oben genannten Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet wurde in

1=12; 5 des Anfangsvolumens RF-2 L•osung resuspendiert und 15 Minuten auf Eis inkubiert.

Abschlie�end wurden die Zellen aliquotiert und bei -80 � C gelagert. W•ahrend der gesamten

Prozedur wurden die Bakterien k•uhl gehalten.

Je Transformation wurden 200� l kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und mit etwa 25 ng

Plasmid-DNA (siehe Tabellen 2.8 und 2.9) oder einem Ligationsansatz vermischt und 15 Mi-

nuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakterien 90 Sekunden auf 42� C erw•armt,

f•ur 5 Minuten auf Eis inkubiert und mit 800 � l LB-Medium versetzt. Dieses Gemisch wurde

f•ur 30 bis 60 Minuten bei 37� C inkubiert. Abschlie�end wurden die transformierten Bakt erien

auf Agarplatten mit den entsprechenden Resistenzmarkern ausplattiert und •uber Nacht bei

37 � C inkubiert.
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Tabelle 2.8: Kommerziell erworbene Vektoren.

Name Anwendung Firma Stadt Land

pET15b Expression Novagen Darmstadt D

pGEMT-easy Klonierung Promega Mannheim D

pJET Klonierung Fermentas St. Leon-Rot D

Tabelle 2.9: Vektoren aus eigener Herstellung.

Name Anwendung

hGrx3-pET15b Expression

hGrx3 � 1 � 120-pET15b Expression

hGrx3 � 1 � 235-pET15b Expression

hGrx3 � 121� 235-pET15b Expression

hGrx3 � 121� 335-pET15b Expression

hGrx3 � 235� 335-pET15b Expression

mGrx3-pET15b Expression

2.2.1.4 Proteinexpression

Waschpu�er: 300mM NaCl, 25 mM NaH2PO4, 25 mM Na2HPO4, pH 8; 0.

Rekombinante Proteine wurden in einem Fermenter exprimiert. Vor einer Proteinexpressi-

on wurden BL21(DE3)codonplus E.coli -St•amme mit den entsprechenden pET15b-Vektoren

transformiert und auf Agarplatten mit den notwendigen Resistenzmarkern ausplattiert. Der

Fermenter wurde mit 100 ml einer •Ubernachtkultur angeimpft und die Bakterien wuchsen

bei 37 � C, 200 upm und pH 7; 4 bis eine OD600 von 0; 6 erreicht wurde. Nach Reduktion

der Temperatur auf 22 � C wurde die Expression durch Zugabe von 0; 5 M IPTG induziert.

Im Anschluss an eine 16-st•undige Expression wurden die Zellen geerntet. Hierzu wurden die

Zellen bei 5000� g f•ur 10 min bei 4 � C zentrifugiert. Anschlie�end wurde das Zellpellet in

20 ml Waschpu�er resuspendiert und unter den oben genanntenBedingungen zentrifugiert.

Das Pellet wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20� C gelagert.

Proben f•ur eine Analyse mittels M•o�bauer-Spektroskopie wurden in VBB-Medium kultiviert.
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Zur Expression wurde (NH4)2Fe57(SO4)2 als Eisenquelle zugegeben, welche durch Kochen des

Fe57 in Schwefels•aure hergestellt wurde.

Zur Expression rekombinanter Proteine wurden die folgenden Bakterienst•amme verwendet:

BL21(DE3)codonplus hGrx3-pET15b

BL21(DE3)codonplus hGrx3 � 1 � 120-pET15b

BL21(DE3)codonplus hGrx3 � 1 � 235-pET15b

BL21(DE3)codonplus hGrx3 � 121� 235-pET15b

BL21(DE3)codonplus hGrx3 � 121� 335-pET15b

BL21(DE3)codonplus hGrx3 � 235� 335-pET15b

2.2.2 Zellkulturmethoden

2.2.2.1 Zelllinien

HeLa-Zellen

HeLa-Zellen sind humane Tumorzellen. Sie wurden 1951 aus einem Zervix-Karzinom einer 31

Jahre alten Frau isoliert. Die Zellen wachsen als epithel-•ahnlicher Monolayer mit einer Ver-

dopplungszeit von etwa 48 Stunden bei 37� C und 5 % CO2. Sie wurden in DMEM-Medium

kultiviert, welches mit 10 % FCS und Penicillin (100 U=ml)/Streptomycin (0 ; 1 mg=ml) ver-

setzt wurde. Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage in einem Verh•altnis von 1:2 bis 1:10

gesplittet.

Jurkat-Zellen

Jurkat-Zellen sind humane leuk•amische T-Zellen, die 1976 aus dem periph•aren Blut eines 14

Jahre alten Jungen mit einer akuten lymphatischen Leuk•amie isoliert wurden. Jurkat-Zellen

wachsen als einzelne Zellen in einer Suspensionskultur miteiner Verdopplungszeit von 25 bis

35 Stunden bei 37� C und 5 % CO2. Kultiviert wurden die Zellen in RPMI-1640 Medium,

welches mit 10 % FCS und Penicillin (100 U=ml)/Streptomycin (0 ; 1 mg=ml) versetzt wurde.

Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage in einem Verh•altnis von 1 zu 2 bis 1 zu 10 gesplittet.

2.2.2.2 Mediumwechsel und Passagieren von Zellen

Um schnell wachsende Zellen vor Stress-Bedingungen zu sch•utzen, wurde das Medium alle

zwei Tage gewechselt. Hierf•ur wurden alle ben•otigten Medien und PBS auf 37� C vorgew•armt.

Im Falle von HeLa-Zellen wurde das verbrauchte Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS ge-

waschen und neues Medium zugegeben. Im Falle von Jurkat-Zellen wurden diese bei 80� g f•ur

10 min zentrifugiert und das Zellpellet anschlie�end in frisches Medium aufgenommen. Bei

Erreichen einer Kon
uenz von 80� 90 % wurden die Zellen passagiert. HeLa-Zellen wurden

hierzu einmal mit PBS gewaschen und anschlie�end 2 bis 5 min mit Trypsin unter Kulti-
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vierungsbedingungen inkubiert. Die Reaktion wurde durch Applikation von FCS-haltigem

DMEM-Medium gestoppt, die Zellen vereinzelt und in der ben•otigten Verd•unnung ausges•at.

Jurkat-Zellen wurden 5 min bei 80� g zentrifugiert, anschlie�end in 10 ml frischem RPMI-

1640 Medium resuspendiert und in der ben•otigten Verd•unnung in neuen Zellkultur
aschen

ausges•at.

2.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Nachdem kon
uente Zellen entsprechend Abschnitt 2.2.2.2 mittels Trypsin (2 ; 5 mg=ml) vom

Flaschenboden gel•ost wurden, wurden sie in 1 ml serumhaltigem Medium resuspendiert und

in ein Kryogef•a� mit 100 � l DMSO gegeben. Diese Angaben gelten f•ur T75 cm2 Gewebekul-

tur
aschen. Diese Mixtur wurde in einem Isopropanol enthaltendem Gef•a� bei -80 � C •uber

drei Tage eingefroren und anschlie�end in 
•ussigem Sticksto� gelagert.

Vor ihrer Verwendung wurden die Zellen in einem 37� C warmen Wasserbad aufgetaut und

schnellstm•oglich in 5 ml frischem FCS aufgenommen. Anschlie�end wurden die Zellen 10 min

bei 80� g zentrifugiert, in frischem Medium aufgenommen und unter Standardbedingungen

kultiviert.

2.2.2.4 Bestimmung der totalen Zellzahl

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden 100� l Zellsuspension in eine Neubauerkammer gege-

ben und entsprechend den Angaben f•ur Neubauerkammern gez•ahlt.

2.2.2.5 Transfektion von Zellen mittels Elektroporation

Transfektionspu�er: 21 mM HEPES, 137mM NaCl, 5 mM KCl, 0; 7 mM Na2HPO4, 6 mM

D-Glukose, pH 7; 15.

Standardm•a�ig wurden 3; 5 � 106 Zellen mit 15 � g siRNA mittels Elektroporation trans�-

ziert. Hierzu wurden HeLa-Zellen wie in Abschnitt 2.2.2.2 beschrieben trypsinisiert und je

einmal mit Medium und anschlie�end mit PBS gewaschen. Schlie�lich wurde die ben•otigte

Anzahl an Zellen in 550� l Transfektionspu�er aufgenommen [149], mit der zu trans�zieren-

den Nukleins•aure versetzt und in einer Elektroporationsk•uvette mit 4 mm Schichtdicke bei

250 V und 1500� F f•ur 25 bis 30 ms elektroporiert. Hiernach wurden die Zellen falls n•otig

mit 550 � l FCS versetzt und in 20 % konditioniertem Medium ausges•at.
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2.2.2.6 Ernten und Lysieren von Zellen

Lysepu�er: 10 mM Tris/HCl, 0; 1 % (v/v) NP- 40, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl2, pH 7; 4.

Zum Ernten wurden die Zellen entsprechend Abschnitt 2.2.2.2 trypsinisiert, anschlie�end erst

mit Medium und dann mit PBS gewaschen.

Bei einer Lyse der Zellen wurde das Zellpellet in Lysepu�er resuspendiert und 15 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Die aufgeschlossenen Zellen wurden bei -20 � C eingefroren und

nach ihrer Lagerung auf Eis aufgetaut. Danach wurden die aufgeschlossenen Zellen bei 4� C

und 13000� g f•ur 15 min zentrifugiert. Der •Uberstand wurde f•ur die Versuche verwendet und

bis zur Verwendung bei -20� C gelagert.

2.2.2.7 Fraktionierung von Zellen

Mitopu�er: 5 mM Tris/HCl, 250mM Sucrose,1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1; 5 mM MgCl2,

1 mM PMSF, pH 7; 4. Digitoninpu�er: 0; 008 % Digitonin in Mitopu�er.

Zellen wurden wie in Abschnitt 2.2.2.6 beschrieben geerntet. Zur Lyse wurden die Zellen

in eiskaltem Digitoninpu�er verd •unnt bis eine Proteinkonzentration von maximal 2 mg=ml

erreicht wurde und f•ur 5 bis 10 min auf Eis inkubiert. Anschlie�end wurde die Zellsuspen-

sion f•ur 10 min bei 15000� g und 4 � C zentrifugiert. Der •Uberstand wurde als zytosolische

Fraktion aufgenommen und in 
 •ussigem Sticksto� schockgefroren. Das Pellet wurde in einem

angemessenen Volumen Mitopu�er aufgenommen und als Fraktion mit einer Mitochondrien-

anreicherung schockgefroren. Alle Fraktionen wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung bei

-80 � C gelagert.

2.2.2.8 Migrationsassay

F•ur die Durchf•uhrung eines Migrationsassays wurden HeLa-Zellen entsprechend Abschnitt

2.2.2.5 mit Kontroll- oder Grx3-spezi�scher siRNA trans�z iert. Im Anschluss an die Trans-

fektion wurden die Zellen f•ur 24 Stunden unter Standardbedingungen kultiviert und anschlie-

�end auf eine Zellzahl von 0; 5 Millionen Zellen eingestellt. Aus dieser Zellsuspensionwurden

70 � l entnommen und in sterile ibidi Schalen ausges•at und erneut f•ur 24 Stunden unter

Standardbedingungen kultiviert. Im Rhythmus von 4 Stunden wurden mit einem Phasenkon-

trastmikroskop Bilder des Spaltes aufgenommen. Zur Verhinderung einer Zellteilung wurden

die HeLa-Zellen in einem Medium mit einem auf 5 % reduziertemFCS-Gehalt kultiviert. Die

Auswertung dieses Assays erfolgte mit Inkskape.
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2.2.3 Zebra�sche

2.2.3.1 Haltung von Zebra�schen

Zebra�sche wurden, wie unter http: ==z�n.org =zf� info=zfbook=zfbk.html angeben, gehalten.

2.2.4 Injektion von Morpholinos

Injektionspu�er: 300 mM KCl, 30 mM PO4, 0; 09 mM Spermin, 0; 21 mM Spermidin und

0; 3 % Phenolrot, pH 7; 3

Vor der Injektion von Morpholinos wurde eine 3 millimolare Stockkonzentration 1 : 40 mit

Inkektionspu�er verd •unnt. Von dieser Verd•unnung wurden 1� 1; 5 nl mit einem Mikroinjektor

in Fischeier des Einzellstadiums injiziert. Nach 48 Stunden wurden die Fische mikroskopisch

analysiert.

2.2.5 Molekularbiologie

2.2.5.1 Standardtechniken

Techniken wie Restriktionsverdau mittels Endonukleasen,Ligation, RNS Pr •aparation, cDNS-

Synthese, Agarosegelelektrophorese, RNS- und DNS-Aufreinigung wurden wie in [147] be-

schrieben durchgef•uhrt. Kits zur Aufreinigung von DNS oder RNS wurden entsprechend den

Herstellerangaben (Macherey-Nagel, D•uren, D) verwendet.

2.2.5.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Konventionell:

Die Polymerase-Kettenreaktion [150] wurde f•ur eine in vitro Ampli�kation bzw. Mutagenese

von DNA verwendet. Die Reaktion wurde in Anwesenheit von 0; 2 mM dNTP's, 0; 5 � 2; 5 U

DyNAzyme EXT, Reaktionspu�er des Herstellers (Finnzymes, Espoo, FIN), 30 pmol des je-

weiligen Oligonukleotids und 2 bis 20 ng DNS-Template im PCR-Trio Block durchgef•uhrt.

Standardm•a�ig wurde die DNS 1 min bei 94 � C denaturiert, auf diesen Schritt folgten 35

Zyklen mit den folgenden Schritten: (1) Denaturierung f•ur 30 sek bei 94 � C, (2) Anlage-

rung f•ur 45 sek bei einer den Oligonukleotiden entsprechenden Schmelztemperatur und (3)

Elongation entsprechend der Ablesegeschwindigkeit der Polymerase bei 72� C. Final folgte

eine Elongation bei 72 � C f•ur 10 min. Im Anschluss an die PCR wurde eine Reinigung des

PCR-Produktes nach Extraktion aus einem Agarosegel mit demNucleospin-Extrakt Kit nach

Herstellerangaben (Macherey-Nagel, D•uren, D) durchgef•uhrt.

Reverse Transkriptase (RT-) PCR:
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Diese PCR wurde in einem Thermocycler von Biometra in einem Endvolumen von 20 � l

durchgef•uhrt. Der Reaktionsmix setzte sich wie folgt zusammen: 200� M dNTPs; 1; 5 mM

Mg2+ ; etwa 4 ng DNS; 0; 5 � M von jedem Primer und 1; 25 U rekombinanter Tag-Polymerase.

Das Template wurde bei 95� C f•ur 2 min denaturiert und anschlie�end wiederholte sich das

nachfolgende Programm 34-mal: 95� C f•ur 30 sek, 54=60 � C f•ur 45 sek und 72� C f•ur 40 sek.

Eine abschlie�ende Elongation erfolgte bei 72 � C f•ur 10 min. Als Positivkontrolle wurde

G3PDH verwendet.

Quantitative-(RT)-PCR:

F•ur die Analyse der relativen Genexpression wurde das 'ABsoluteT M QPCR SYBRr Green

Mix Plus ROX Vial' der Firma Thermo Scienti�c nach Herstelle rangaben verwendet. F•ur

die Ampli�kation wurde das folgende Programm in einem Stratagen-Cycler verwendet: ein

Zyklus: 95 � C f•ur 15 min, 50 Zyklen: 95 � C f•ur 20 sek und 60� C f•ur 30 sek und abschlie�end

ein Zyklus 95 � C f•ur 1 min, 55 � C f•ur 30 sek und 95� C f•ur 30 sek.

2.2.5.3 Ortsgerichtete Mutagenese

Eine ortsgerichtete Mutagenese erfolgte nach dem Prinzip der whole-cycleMethode mit Hilfe

von zwei spezi�schen Oligonukleotiden [151,152].

2.2.5.4 DNS-Sequenzierung

Alle in dieser Studie verwendeten Vektoren wurden bei SeqLAB (G•ottingen, D) oder Genter-

prise (Mainz, D) sequenziert.

2.2.5.5 Microarrayanalyse

•Anderungen in der Expression einzelner Gene wurden durch eine Microarrayanalyse ermittelt.

Hierzu wurden HeLa-Zellen zweimal im Abstand von drei Tagenmit Grx3 spezi�scher siR-

NA oder mit Kontroll-siRNA trans�ziert, 24-Stunden vor dem Ernten wurden die Zellen mit

100 ng=ml Phorbolester stimuliert. Anschlie�end wurden die Zellen entsprechend Abschnitt

2.2.2.6 geerntet. Zellen, die f•ur eine weitere RNS-Isolation verwendet werden sollten, wurden

direkt nach dem Waschschritt in 
 •ussigem Sticksto� eingefroren und bei� 80� C gelagert.

RNS-Isolation: F•ur Microarrayanalysen wurde Gesamt-RNS mit dem NucleoSpin-RNA II Kit

nach Herstellerangaben (Macherey-Nagel, D•uren, D) gereinigt. Die Qualit •at der RNS wurde

mit dem RNA 6000 Nano Chip kit (Agilent Technologies, Waldbronn, D) entsprechend den

Angaben des Herstellers bestimmt.

Synthese und Aufreinigung von cDNS und cRNS:Alle nachfolgenden Schritte wurden entspre-

chend dem
"
GeneChip whole Transcript (WT) Sense Target Labeling AssayManual Version
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4\ (A�ymetrix, High Wycombe, GB) durchgef •uhrt. F •ur die Zwei-Schritt cDNS-Synthese

wurden 300 ng Total-RNS verwendet.

Labeling und Hybridisierung des GeneChip1:0 ST: Vor der Hybridisierung des Genechip

1:0 ST wurde die fragmentierte cDNS mittels DNS labeling Reagenz markiert. Schlie�lich

wurden etwa 100 ng fragmentierte cDNS•uber Nacht auf dem GeneChip bei 45 � C und

60 upm hybridisiert.

Signaldetektion: Im Anschluss an eine 16-st•undige Hybridisierung wurden die Chips entspre-

chend den Herstellerangaben gewaschen und ausgelesen.

Datenanalyse: Die Microarraydaten wurden mit dem Programm ChipInspector 2 von Geno-

matix ausgewertet. Die Daten wurden zun•achst anhand der mittleren Intensit•at aller Daten

normalisiert. Expressions•anderungen wurden durch proben-weise Division der Expressions-

werte durch die der Kontrollwerte berechnet. Transkripte wurden als signi�kant eingestuft,

wenn mindestens 3 Proben detektiert wurden. Die dargestellten Expressions•anderungen ent-

sprechen dem Mittelwert dieser signi�kanten Proben (und nicht des gesamten Probensets).

Daher f•uhrt das Programm keine weitere Filterung, z.B. nach einer minimalen Expressi-

on•anderung, durch. Die statistische Analyse signi�kanter Ver•anderungen f•uhrt die Software

anhand eines T-tests mit Hilfe eines permutierten arti�ziellen Hintergrundes durch. Jeder Pro-

be wird ein Wert auf Basis der Ver•anderungen zugewiesen relativ zur Standardabweichung

der Wiederholungen des Experimentes. Proben mit Werten•uber oder unter einem bestimm-

ten Grenzwert (�pos/�neg) werden als signi�kant betrachte t. F •ur die Auswertung wurde ein

�pos von 0 ; 54 und ein �neg von � 0; 5 benutzt. Theoretisch w•aren daher weniger als 0; 2 %

falsch-positive Ergebnisse f•ur positive und negative Expression•anderungen zu erwarten. Wei-

tere Details zur statistischen Auswertung der Daten durch die Software sind im ChipInspector

2 Handbuch (erh•altlich unter www.genomatix.de) aufgef•uhrt.

2.2.6 Proteinbiochemie

2.2.6.1 Proteinreinigung

Homogenisationspu�er: 300 mM NaCl, 25 mM NaH2PO4, 25 mM Na2HPO4, pH 8; 0.
•Aquilibrierungspu�er: 30 mM Imidazol in Homogenisationspu�er, pH 8; 0. Elutionspuf-

fer: 250mM Imidazol in Homogenisationspu�er, pH 8; 0.

Proteine, die mit einem His-Tag versehen sind, wurden nach dem IMAC-Prinzip ( immobilized

metal a�nity chromatography ) •uber eine •Akta gereinigt. Die eingefrorenen Bakterienpellets

der Proteinexpression (siehe Abschnitt 2.2.1.4) wurden in15 � 18 ml •Aquilibrierungspu�er
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aufgenommen und mittels EmulsiFlexC3 gek•uhlt homogenisiert. Im Anschluss wurde die Sus-

pension bei 20000� g f•ur 30 min bei 4 � C in einer Beckmanzentrifuge zentrifugiert. Der prote-

inhaltige •Uberstand wurde auf eine mit •Aquilibrierungspu�er •aquilibrierte HisTrap T M -S•aule

aufgetragen. Die unspezi�schen Bindungen wurden durch einen Waschschritt mit dem Pu�er

gel•ost. Durch die Applikation von Elutionspu�er wurden Protei ne, die •uber einen His-Tag an

die S•aulenmatrix gebunden waren, in 1 ml Fraktionen eluiert. Falls n•otig wurden die Protei-

ne mit vorgepackten Sephadex G-25 S•aulen (PD-10 oder Nap5) nach Herstellerangaben (GE

HEalthcare) in den ben•otigten Pu�er umgepu�ert.

Bei einer anaeroben Reinigung wurden alle Pu�er sowie das•Akta-System mit Argon begast.

2.2.6.2 Antik •orperproduktion und Antik •orperreinigung

Kopplungspu�er: 20 mM Na2PO4, pH 7. Elutionspu�er: 0; 1 M Glycin, pH 3; 0.

Zur spezi�schen Identi�kation von Proteinen wurden polykl onale Antik•orper aus Kanin-

chen verwendet. F•ur die Antik •orperproduktion wurden die Kaninchen durch Injektion von

30� 40 � g Protein immunisiert. Zur Verst •arkung der Immunantwort wurde die Proteinl •osung

mit Freunds Adjuvans in einem Verh•altnis von 1 zu 5 vermischt. Drei Wochen nach der ersten

Injektion wurde ein weiterer Injektionsschritt mit 30 � 40 � g Protein in Incomplete Freunds

Adjuvans durchgef•uhrt. Dieser Injektionsschritt wurde ein- bis zweimal im Abstand von etwa

3 Wochen wiederholt. Acht bis zehn Tage nach jeder dieser Injektionen wurden den Kanin-

chen 20 bis 25 ml Blut zur Analyse der Antik•orperseren entnommen.

Zur Aufbereitung der Seren wurde das entnommene Blut f•ur 30 bis 120 min bei Raumtempe-

ratur inkubiert und anschlie�end f •ur f •unf Minuten bei 5000 upm zentrifugiert. Der •Uberstand

wurde erneut f•ur 15 min bei 15000 upm zentrifugiert. Im letzten Schritt wurden die hitzelabi-

len Komponenten des Komplementsystems f•ur 20 min bei 56 � C inaktiviert. Im letzten Schritt

wurden die Seren fraktioniert, in 
 •ussigem Sticksto� schockgefroren und bei -20� C gelagert.

Spezi�sche Aufreinigungen von Antik•orpern aus Seren wurden mittels Cyanogenbromid (Cn-

Br) aktivierter Sepharose durchgef•uhrt. Hierf •ur wurden 0; 5 g CnBr aktivierte Sepharose in

Anwesenheit von 1 mM HCl gequollen. Nachdem die Sepharose mit 150 ml PBS gewaschen

wurde, wurde die Matrix mit 2 ml Kopplungspu�er •aquilibriert und sofort mit Protein in

Kopplungspu�er f •ur 90 min bei Raumtemperatur auf einem Rotationssch•uttler inkubiert.

Anschlie�end wurden freie reaktive Gruppen durch Zugabe von 6 ml 1 M Ethanolamin pH

8 blockiert. Hierf •ur wurden die letzten 30 % des Ethanolamins f•ur 2 Stunden mit der S•aule

inkubiert. Anschlie�end wurde die S•aule wie folgt gewaschen: 6 ml 0; 1 M Essigs•aure mit

0; 5 M NaCl; 6 ml 0; 1 M Tris mit 0 ; 5 M NaCl. Im n •achsten Schritt wurde die S•aule mit 10 ml

Tris pH 7; 5; 10 ml 100 mM Glyzin pH 2; 5; 10 ml Tris pH 8; 8 und 10 ml 10 mM Tris pH 7; 5
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•aquilibriert. Nun wurden die Antiseren zugegeben und die S•aulen mit 10 ml 10 mM Tris pH

7; 5; 10 ml Tris pH 7; 5 mit 0; 5 M NaCl und 3 ml 10 mM Tris pH 7; 5 gewaschen. Eluiert wurde

der Antik •orper mit 5 ml 100 mM Glycin pH 2; 5 und direkt in 500 � l Fraktionen fraktioniert.

Durch Zugabe von 100� l 1 M Tris pH 8 ; 8 wurde die Antik•orperl•osung neutralisiert. Die so

gewonnenen gereinigten Antik•orper wurden aliquotiert und bei -20 � C bis zu ihrer weiteren

Verwendung gelagert.

2.2.6.3 Eindimensionale SDS-PAGE

Laufpu�er: 1 M Tris Base, 1 M HEPES, 0; 1 % SDS

SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) wurde nach [153] durchgef•uhrt. Routi-

nem•a�ig wurde das X Cell System von Invitrogen nach Herstellerangaben verwendet. Bei

der Verwendung von 4 bis 12 %igen Bis-Tris-Gradientengelen(Invitrogen, Karlsruhe, D)

wurden die Proteinproben vor dem Auftragen auf das Gel mit 1=4 ihres Volumens 4-fach

NuPAGERLDS-Sample Bu�er und einer Endkonzentration von 10 mM DTT versetzt. Eine

Separation der Proteine im Gel nach ihrer Gr•o�e erfolgte bei 200 V f•ur 35 min. Als Pu�er

diente NuPAGERMES-Pu�er . Alternativ wurden 4 bis 12 %ige HEPES-Gradientengele von

Thermo Scienti�c (Schwerte, D) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Hier wurden

die Proteinproben in 5-fach Probenpu�er (1=5 des Probenvolumens) aufgenommen und falls

nicht anders erw•ahnt mit einer Endkonzentration von 10 mM DTT versetzt. Die S eparation

der Proteine erfolgte f•ur etwa 40 Minuten bei 120 V in Gegenwart eines HEPES-haltigen

Laufpu�ers. In beiden F •allen wurden die Proben vor der Elektrophorese f•ur 10 Minuten auf

95 � C erw•armt. Zur Bestimmung der Proteingr •o�e wurden vor- oder ungef•arbte Molekularge-

wichtsmarker (Fermentas, St. Leon-Rot, D) verwendet. Elektrophoretisch getrennte Proteine

wurden entweder mittels Coomassiebrilliant Blue (Fermentas, St. Leon-Rot, D) gef•arbt oder

mittels Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran transferiert (siehe Abschnitt 2.2.6.4).

2.2.6.4 Westernblot

Transferpu�er: 20 % (v/v) Methanol, 0; 02 % (w/v) SDS, 20 mM Tris, 150 mM Gly-

cin. TBST: 25 mM Tris, 150 mM NaCl, 2; 7 mM KCl, 0; 05 % (v/v) Tween- 20 pH 7; 4.

Blockpu�er: 5 % (w/v) Milchpulver in TBST. Blockpu�er + : Blockpu�er mit 1 % BSA.

Substratpu�er: 97 ml Diethanolamin, 0; 02 % NaN3, 101 mg MgCl2* 6 H2O mit Wasser

auf einen Liter au� •ullen; pH 9; 8 ECL 1 L•osung: 100mM Tris, 2; 5 mM Luminol in DMSO;
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0; 4 mM p-Coumars•aure in DMSO, pH 8; 5 ECL 2 L•osung: 100 mM Tris, 0; 018 % (v/v)

Wassersto�peroxid, pH 8; 5

Elektrotransfer

Mittels Elektrotransfer konnten Proteine, die in einer SDS-PAGE aufgetrennt wurden, auf

einer PVDF-Membran mit dem X-Cell Blotmodul nach dem Wet-Bl ot-Prinzip entsprechend

den Herstellerangaben (Invitrogen, Karlsruhe, D) immobilisiert werden. Bei Verwendung von

Gelen mit einer Bis-Tris-Chemie (Invitrogen) erfolgte der Elektrotransfer f •ur 60 min bei 30 V.

Proteine aus Gelen mit einer HEPES-Chemie wurden 90 bis 120 min bei 40 V gek•uhlt transfe-

riert. Immunodetektion Proteine, die auf einer PVDF-Membran immobilisiert wurden, konn-

ten durch mono- oder polyklonale Antik•orper spezi�sch nachgewiesen werden.

Ausgehend von einem Transfer von Gelen mit einer Bis-Tris-Chemie wurden die PVDF-

Membranen eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockpu�er inkubiert. Wurden f •ur den Elek-

trotransfer Gele mit einer HEPES-Chemie verwendet, wurdendie Gele zun•achst 10 min in

TBST gewaschen und dann eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockpu�er+ inkubiert.

Nach Zugabe des Prim•arantik •orpers zu dem jeweiligen Blockpu�er folgte eine Inkubation

•uber Nacht bei 4 � C auf einem Sch•uttelinkubator. Erfolgte keine weitere Verst •arkung der

Signale wurde im Anschluss an f•unf Waschschritte entweder ein Alkalische-Phosphatase-

(chromophore F•arbung) oder ein horseradish Peroxidase- (lumineszente F•arbung) gekop-

pelter Sekund•arantik •orper zugegeben. Es folgte eine einst•undige Inkubation bei Raumtem-

peratur. Bei einer Verst•arkung der Signale wurde nach Zugabe des Biotin-gekoppelten Se-

kund•arantik •orpers ALP- oder HRP- gekoppeltes Streptavidin zugegeben.Nach f•unf Wasch-

schritten wurde die Membran bei der chromophoren F•arbung eine Minute in Substratpuf-

fer inkubiert und anschlie�end mit der NBT/BCIP-Methode ge f•arbt. F •ur eine lumineszente

F•arbung wurde der Blot mit gleichen Teilen ECL1- und ECL2-L•osung inkubiert. Die Ent-

wicklung der Blots erfolgte entweder unter Verwendung von R•ontgen�lmen oder mit dem

Chemostar System.

2.2.6.5 Experimentelle Bestimmung des apparenten Molekul argewichts von Pro-

teinen

Um das Molekulargewicht von Proteinen bestimmen zu k•onnen, wurde eine Gelchromato-

gra�e durchgef•uhrt. Hierf •ur wurde monomeres und dimeres hGrx3 mittels einer FPLC in

Kombination mit einer Superdex 75 Pr•azisionss•aule entsprechend ihrer Gr•o�e aufgetrennt.

F•ur die Analyse wurde das Protein in 300 mM NaCl und 50 mM Na2PO4 bei pH 8 gel•ost.

Das System wurde durch Verwendung von Proteinen bekannter Gr•o�e kalibriert.
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2.2.6.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Gesamtproteinextrakten wurde das Bio-Rad

Protein Assay Kit entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Je nach Ausgangskonzen-

tration wurden die Proteinextrakte zwischen 2-fach bis 320-fach verd•unnt. Standards mit

bekannten Proteinkonzentrationen wurden mit BSA hergestellt und analog zu den Proben

wurden Doppelwerte gemessen.

Konzentrationen gereinigter Proteine wurden basierend auf ihrem Extinktionskoe�zienten

(siehe Tabelle 2.10) bei OD280 entsprechend dem Lambert-Beer'schen Gesetz bestimmt.

Tabelle 2.10: Parameter rekombinanter Proteine mit His-Tag.

Protein Molekulargewicht [g/mol] Extinktionskoe�zient bei 280 nm

in [ 1=(M cm)]

hGrx3 37432 34170

mGrx3 39945; 7 32680

2.2.6.7 Immunopr •azipitation

Proteine k•onnen mittels Immunopr•azipitation (IP) selektiv aus Zellextrakten gereinigt wer-

den. In Abh•angigkeit von der jeweiligen Fragestellung wurden entweder magnetische IPs oder

quantitative IPs durchgef•uhrt.

Bei einer magnetischen IP wurde das� Macs-System (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,

D) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Zum Waschen wurde PBS und f•ur die Elu-

tion wurde auf 95 � C erw•armter Probenpu�er verwendet. Die so erhaltenen Proben wurden

mit der Westernblot-Technologie analysiert. F•ur eine quantitative IP wurde polyklonaler An-

tik •orper entsprechend demMAb puri�cation, step elution Programm nach den Angaben von

GE Healthcare (M•unchen, D) vorfraktioniert. Anschlie�end wurden 100 mg CnBr-aktivierte

Sepharosebeads f•ur 15 min bei Raumtemperatur in 1 ml kaltem PBS gequollen. Um das

PBS zu entfernen, wurden die Sepharosebeads f•ur 5 min bei 4000� g zentrifugiert. Anschlie-

�end wurden die Sepharosebeads in Anwesenheit von 3; 5 ml vorfraktioniertem Anitk •orper,

dem •Aquivalent zu einem Milliliter Serum, f •ur 90 min bei Raumtemperatur auf einem Ro-

tationssch•uttler inkubiert. Danach wurden die mit Antik •orper konjugierten Sepharosebeads

5-mal mit 500 � l PBS gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurden die Beads f•ur 5 min bei

3000�g zentrifugiert. Zur Blockade der verbleibenden reaktiven Gruppen der CnBr aktivierten

Sepharose wurde diese mit 1 M Ethanolamin pH 8 f•ur zwei Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert, abschlie�end 5 mal mit 500 � l PBS gewaschen und sofort f•ur eine quantitative IP

verwendet bzw. bei 4� C bis zu ihrer sp•ateren Verwendung gelagert. Bei einer quantitativen IP
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wurden 20� l Antik •orper konjugierte Sepharosebeads mit 1 mg Proteinextrat•uber Nacht auf

einem Sch•uttler inkubiert. Anschlie�end wurden ungebundene Proteine durch 4 Waschschrit-

te mit PBS entfernt. Schlie�lich wurden die Proben mit 20 � l 2-fach Probenauftragspu�er

10 min bei 95 � C inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt f •ur 5 min bei 13000� g wurde

der •Uberstand mit 10 mM DTT versetzt und konnte f •ur einen Westernblot verwendet werden.

2.2.6.8 Co-Immunopr •azipitation von Proteinen

Mittels Co-Immunopr •azipitation k •onnen Protein-Protein-Interaktionen untersucht werden.

Im Anschluss an eine IP gegen den einen Interaktionspartnerwurde in einem nachfolgenden

Westernblot eine Immunf•arbung gegen den anderen Interaktionspartner durchgef•uhrt.

2.2.6.9 Co-Immunopr •azipitation von 55Fe mit Grx 3

Zun•achst wurden Jurkat-Zellen f•ur 48 Stunden unter Kultivierungsbedingungen in Anwesen-

heit von 1 mCi 55Fe (Herstellung siehe Abschnitt 2.2.6.10), welches an Transferrin gekoppelt

war, inkubiert. Vor der Immunopr •azipitation wurden IgGs aus einem polyklonalen Kaninchen-

serum entsprechend Abschnitt 2.2.6.7 gereinigt und an CnBr-aktivierte Sepharose gekoppelt.

F•ur die Immunopr•azipitation wurden gekl•arte Proteinextrakte (4 ; 5 mg Gesamtprotein) mit

PBS auf einen Milliliter eingestellt und mit an Sepharose gekoppelten Antik •orpern •uber Nacht

bei 4 � C inkubiert. Die Sepharose wurde anschlie�end so lange mit PBS gewaschen, bis keine
55Fe-Aktivit •at mehr im •Uberstand nach Zentrifugation nachgewiesen werden konnte. Das ge-

bundene55Fe wurde durch Szintillationsz•ahlung von der resuspendierten Sepharose bestimmt.

2.2.6.10 Kopplung von Transferrin mit 55Fe

Zur Herstellung von radioaktiv markiertem 55Fe-Transferrin, wurde zun•achst eine etwa

200 nmol 55Fe (entsprechend 1 mCi) in ca. 24� l 0; 5 M HCl-L •osung hergestellt. Anschlie�end

wurden tropfenweise etwa 11; 8 � l 1; 7 M Na3Citrat-L •osung zugegeben. Dann wurde das Ge-

misch mit 0; 3 ml einer 1 molaren Natrium-Bikarbonat-L•osung und 164� l Wasser versetzt.

Schlie�lich wurden 100 nmol Transferrin zu dem Gemisch gegeben und alles f•ur 4 � 6 Stun-

den inkubiert. Abschlie�end wurde das entstandene55Fe-Transferrin •uber eine Nap-5 und

anschlie�end •uber eine PD10-S•aule entsalzen und die Menge an55Fe-Transferrin bestimmt

(E465=4620(M� 1cm� 1).

2.2.6.11 Bestimmung des Eisengehaltes

Freisetzungspu�er: 0; 6 N HCl, 0; 142 M KMNO 4. Ferrozinl •osung: 6; 5 mM Ferrozin,

13; 1 mM Neocuprion, 2 M Ascorbins•aure und 5 M Ammoniumacetat.
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F•ur die Bestimmung von Eisen wurde die Methode von Fish durchgef•uhrt [154]. Alle An-

gaben beziehen sich auf ein Reaktionsvolumen von 1 ml. Zun•achst wurde die Proteinl•osung,

deren Eisengehalt bestimmt werden sollte mit 0; 5 ml Freisetzungspu�er versetzt und 2 Stun-

den bei 60� C inkubiert. Die Ans •atze wurden auf Raumtemperatur abgek•uhlt und mit 100 � l

Ferrozin-L•osung versetzt. Nach einer 15� min•utigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden

die Proben f•ur 5 min bei 13000 rpm in einer Tischzentrifuge zentifugiert. Abschlie�end wurde

der Fe(II)[Ferrozin] 3 2+-Komplex bei 562 nm bestimmt.

2.2.6.12 Bestimmung des Sul�dgehaltes

F•ur eine Bestimmung des s•aurelabilen Sul�ds von Proteinen wurde die Methode nach Bei-

nert [155] und Broderick [156] in modi�zierter Form durchgef•uhrt. Zu 47; 8� l Proteinl •osung,

deren Sul�dgehalt bestimmt werden sollte, wurden gleichzeitig 145 �l Zinkacetat (1 %) und

7; 2 � l NaOH (12 %) gegeben. Nun wurden die Proben f•ur zwei Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert und gleichzeitig je 25 � l N,N-dimethyl-p-phenylendiaminsulfat 0 ; 1 % in 7; 2 N HCl

und FeCl3 (0; 1 %) in 1; 2 N HCl zugegeben. Nun wurden die Proben gemischt und 30 min

im Dunkeln inkubiert. Abschlie�end wurden die Proben bei 650 nm gemessen.

2.2.7 Spektroskopie

2.2.7.1 Absorptionsspektroskopie

Spektren wurden in einem Bereich von 186; 5 bis 722 nm mit einem Spectrocord S300 UV/VIS

Spektralphotometer aufgenommen. F•ur die Spektren wurden unverd•unnte Proteinproben,

bzw. Verd•unnungen zwischen 1 zu 2 bis 1 zu 50 verwendet.

2.2.7.2 M •o�bauerspektroskopie

M•o�bauer-Spektren wurden mit einem Spektrometer bei alternierender konstanter Beschleu-

nigung aufgenommen. Als minimale experimentelle Bandbreite wurden 0; 24 mm=s (volle

Breite bei halber H•ohe) gew•ahlt. Die Probentemperatur wurde in einem Oxford Instruments

Variox oder einem Kryostaten von Oxford Instruments M•ossbauer Spectromag konstant ge-

halten. Isomer-Shifts wurden relativ zum Eisenmetall bei 300 K benannt. Als Probe diente

mit 57Fe-gelabeltes Grx3, das in57Fe angereichertem Vogel-Bonner-Medium inE. coli ex-

primiert wurde. Anfertigung der Spektren mit freundlicher Unterst •utzung von Eckhard Bill,

Max-Planck-Institut f •ur Bioinorganische Chemie, M•uhlheim an der Ruhr, Deutschland.
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2.2.7.3 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

F•ur die Durchf•uhrung der Elektronenspinresonanz (EPR)-Spektroskopie wurde rekonstituier-

tes und entsalztes Grx3 in EPR-Gef•a�e •uberf•uhrt. Zur Reduktion des Fe/S-Zentrums wurde

Natrium-Dithionit mit einer Endkonzentration von 2 mM zuge geben. Vor dem Schockfrieren

wurde das EPR-Gef•a� verschlossen.

Niedrig-Temperatur X-band EPR-Spektren wurden mit einem Bruker E300E cw Spektrome-

ter mit einem EPR910 Oxford instruments Helium-
u� Kryosta ten gem•a� [157, 158] aufge-

nommen. Die Aufnahme der Spektren erfolgte unter Mithilfe von Herrn Priv. Doz. Dr. rer.

nat. Antonio Pierik (Institut f •ur klinische Zytobiologie).

2.2.8 Mikroskopie

2.2.8.1 Konfokale Mikroskopie

Mikroskopische Studien wurden unter Verwendung des konfokalen Mikroskops TCS SP2 zu-

sammen mit einem 40-fach•Olobjektiv (Planachromat) durchgef •uhrt. Routinem •a�ig wurden

mehrere Ebenen mit einer Au
•osung von 1024� 1024 Pixeln aufgenommen. Zus•atzlich wur-

den die Bilder durch Verwendung des Scanners 1- bis 10-fach vergr•o�ert. Die Dekonvolution

der Bilder wurde mit dem Huygens Softwarepaket durchgef•uhrt.

2.2.8.2 Immunocytochemie

Block- und Permeabilisationspu�er: 10 mM HEPES, 3 % BSA, 0; 3 % (v/v) Triton in

PBS.

Nachdem Zellen auf Deckgl•aser ausges•at und unter Standardbedingungen kultiviert wurden,

konnten die Mitochondrien angef•arbt (siehe Abschnitt 2.2.8.3) und die Zellen mit 4 %-igem

Paraformaldehyd (PFA) f •ur 30 min bei Raumtemperatur �xiert werden. Anschlie�end wu rde

das PFA in drei Waschschritten mit PBS r •uckstandslos entfernt und die Zellen eine Stunde bei

Raumtemperatur mit Block- und Permeabilisierungspu�er in kubiert. Der Prim •arantik •orper

wurde in der notwendigen Verd•unnung in Block- und Permeabilisierungspu�er zugegeben

und die Deckgl•aser •uber Nacht bei 4 � C inkubiert. Die Zellen wurden dann dreimal mit

PBS gewaschen, um ungebundenen Prim•arantik •orper zu entfernen. Im Anschluss wurde der

Sekund•arantik •orper in einer Verd•unnung von 1 zu 400 zugegeben und eine Stunde bei Raum-

temperatur im Dunkeln inkubiert. Nachdem der Sekund•arantik •orper entfernt wurde, war eine

F•arbung des Aktinzytoskeletts oder des Zellkerns m•oglich. Bevor die Zellen •uber Nacht mit

Mowiol bei Raumtemperatur eingebettet werden konnten, musste der •ubersch•ussige Pu�er

restlos entfernt werden. Die Pr•aparate wurden bis zu ihrer weiteren Analyse bei 4� C dunkel

gelagert.



Material und Methoden 35

2.2.8.3 F •arbung von Zellorganellen

Mitochondrien wurden in lebenden Zellen durch Applikation von Mitotracker Deep Red 633

gef•arbt. Hierzu wurden lebende Zellen mit 200 nM Mitotracker f•ur 20 Minuten unter Kul-

tivierungsbedingungen gef•arbt. Zur Visualisierung von Zellkernen wurden �xierte Zel len f•ur

10 min bei Raumtemperatur mit 1 ng=ml DAPI inkubiert. Eine r •uckstandslose Entfernung

von •ubersch•ussigem DAPI erfolgte in drei Waschschritten mit PBS.

2.2.8.4 Aktinf •arbung

Nach dem Fixieren von Zellen mit 4 % PFA f•ur 30 min bei Raumtemperatur wurden die

Zellen dreimal mit PBS gewaschen und eine Stunde mit Block- und Permeabilisierungspuf-

fer inkubiert. Im Anschluss an eine m•ogliche immunocytochemische F•arbung konnte das

Aktin-Zytoskelett mit 6 ; 6 nM Phalloidin Alexa Fluor 546 in PBS mit 1 % BSA durch ei-

ne einst•undige Inkubation bei Raumtemperatur angef•arbt werden. Die Deckgl•aser wurden

mittels Mowiol auf Objekttr •agern •uber Nacht bei Raumtemperatur �xiert und bis zu ihrer

weiteren Analyse bei 4� C im Dunkeln gelagert.

2.2.8.5 Immunohistochemie

M•ause vom Stamm 129 oder C57BL6 (Alter: 6 Wochen bis 6 Monate) wurden durch zervikale

Dislokation get•otet und mit Perfusionspu�er perfundiert. Die im Weiteren z u untersuchenden

Organe wurden entnommen, ggf. zerkleinert und in 4 % PFA 24 Stunden bei 4 � C �xiert.

Im Anschluss wurden die zu untersuchenden Organe 3 Stunden mit Leitungswasser gew•assert

und in 70 % Ethanol •uber Nacht bei 4 � C gelagert. Die Organe wurden in einer aufstei-

genden Alkoholreihe (80 % Ethanol, 96 % Ethanol und in zwei Schritten in Isopropanol f •ur

je 2 Stunden) inkubiert und anschlie�end in Para�n •uber Nacht bei 60 � C im Brutschrank

belassen. Am n•achsten Tag wurde das Para�n gewechselt und die Organe erneut 6 Stunden

bei 60 � C inkubiert. Die Organe wurden im n•achsten Schritt in Paraplast ausgeblockt und

mit dem Mikrotom Schnitte mit einer Dicke von ca. 10 � m angefertigt, die auf Objekttr •agern

immobilisiert wurden. Zun•achst wurden die Proben unter Anwendung einer absteigendenAl-

koholreihe depara�niert und endogene Peroxidasen in 3 % Wassersto�peroxid f •ur 10 min

blockiert. Nach drei Waschschritten in PBS wurden unspezi�sche Antik•orper-Bindestellen

durch eine 60-min•utige Inkubation mit 10 % Ziegenserum blockiert. Als n•achstes wurde der

Prim•arantik •orper (siehe Tabelle 2.11) in einer entsprechenden Verd•unnung in 10 % Ziegense-

rum auf die Schnitte gegeben und•uber Nacht bei 4 � C inkubiert. Am n •achsten Tag wurden

die Antik •orper mit drei Waschschritten in PBS r •uckstandslos entfernt und die Schnitte mit

Ziege-anti-Kaninchen-Biotin Antik •orper in einer Verd•unnung von 1 zu 500 f•ur eine Stunde in-
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kubiert. Anschlie�end wurde die Reaktion durch Zugabe von StreptavidinABComplex/HRP

f•ur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss an drei Waschschritte in PBS wurden

die Proben mit dem Substrat Aminoethylcarbozol (AEC) f •ur 5 min inkubiert. Die Reaktion

wurde durch Applikation von Wasser gestoppt. Kof•arbungen wurden mit Mayers H•amatoxylin

durchgef•uhrt. F •ur die weitere Verwendung wurden die Schnitte in Mowiol eingebettet und im

Dunkeln gelagert.

F•ur eine Analyse der Pr•aparate wurde ein Leica Diaplan Mikroskop verwendet. Das Mikro-

skop war mit einer MicroPublisher Kamera der Firma QImaging versehen. Ein Wei�abgleich

der Bilder erfolgte mit der GNU Image manipulation Software.

Tabelle 2.11: Antik•orper f•ur die Immunohistochemie.

Name Quelle Wirt Verd •unnung

Grx1 [159] Kaninchen 1 : 100

Grx2 [160] Kaninchen 1 : 200

Grx3 [159] Kaninchen 1 : 50

Grx5 [159] Kaninchen 1 : 500

Prx1 [159] Kaninchen 1 : 100

Prx2 Santa Cruz Biotechnology Inc. Kaninchen 1 : 200

Prx3 [159] Kaninchen 1 : 500

Prx4 Abcam Kaninchen 1 : 200

Prx5 [159] Kaninchen 1 : 200

Prx6 Abcam Kaninchen 1 : 500

Trx1 [159] Kaninchen 1 : 200

Trx2 [159] Kaninchen 1 : 100

TrxR1 [159] Kaninchen 1 : 50

TrxR2 Santa Cruz Biotechnology Inc Kaninchen 1 : 50
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2.2.9 Aktivit •atstests

2.2.9.1 Rekonstitution von Fe/S-Zentren in monothiol Glut aredoxinen

F•ur die in vitro Rekonstitution von Fe/S-Zentren wurden 50-200� M Protein in einer anaero-

ben Kammer (Coy, Grass Lake, USA), wie in [22] beschrieben, verwendet. F•ur die Reaktion

wurden 2; 5-5 molare •Aquivalente von FeCl2 und GSH verwendet. Die Menge an Eisen und

s•aurelabilem Sul�d, die an Grx3 gebunden sind, wurden entsprechend [154,161] bestimmt.

2.2.9.2 Bestimmung von Enzymaktivit •aten

Aco-Pu�er: 100mM Triethanolamin, 1; 5 mM MgCl2, 0; 1 % Triton X- 100, pH 8; 0. LDH-

Pu�er: 50 mM Tris, 1 mM EDTA, 0; 1 % Triton X- 100, pH 7; 4. SDH-Pu�er: 50 mM

Tris/SO 4, 0; 1 mM EDTA, 70 � M Dichlorophenol-Indophenol, 0; 1 % Triton X- 100, pH 7; 4.

CS-Pu�er: 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 0; 5 mM DTNB, 0; 1 % Triton X- 100, pH 8; 0.

Com-Pu�er: 15 mM K 2HPO4, 0; 5 mM DDM, 0; 1 % BSA, pH 7; 2.

Gesamtlysate, zytosolische und mitochondrienangereicherte Fraktionen wurden entsprechend

Abschnitt 2.2.2.7 hergestellt. Zur Bestimmung der Enzym-Aktivit •at in den drei Fraktionen

der Zellfraktionierung wurde ein kolorimetrischer Assay verwendet. Alle Werte wurden als Du-

plikate bestimmt. Die entsprechenden Referenzwerte wurden in Abwesenheit des Substrats als

Duplikate bestimmt und von den Proben abgezogen. Die Assayswurden im Spektrometer ge-

messen. F•ur die durchgef•uhrten Assays wurden die folgenden Pu�er und Spektrometereinstel-

lungen verwendet: Aconitase: Aco-Pu�er, 340 nm, 60 min; Lactatdehydrogenase: LDH-Pu�er,

340 nm, 30 min; Succinatdehydrogenase: SDH-Pu�er, 600 nm, 30 min; Citratsynthase: CS-

Pu�er, 412 nm, 30 min; Komplex IV: Com-Pu�er, 550 nm, 1 min.

2.2.9.3 Bestimmung der Bindekapazit •at von IRP

Die durch IRE - vermittelte RNS-Bindekapazit •at von IRP1=2 wurde mit dem RNA electro-

phoretic mobility shift assay (REMSA) entsprechend [162, 163] durchgef•uhrt. Um die IRP1

Bindeaktivit •at bestimmen zu k•onnen, wurden die Zell-Lysate mit einem anti-IRP2-Antik•orper

versehen. So kam es zu einem Supershift von IRP2, wodurch dieBindeaktivit •at von IRP1 un-

tersucht werden konnte. F•ur die Bestimmung der IRP2-Bindekapazit•at erfolgte eine analoge

Behandlung der Proben mit einem anti-IRP1-Antik •orper.
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2.2.10 Computer basierte Arbeiten

2.2.10.1 Analyse von Nukleotid- und Aminos •auresequenzen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurden vor ihrerVerwendung sequenziert. Ferro-

gramme wurden mittels FinchTV analysiert und Sequenzvergleiche wurden mittels BLAST

oder CLC Workbench durchgef•uhrt. Berechnungen zur Ermittlung der Extinktionskoe�zie n-

ten und der Molekulargewichte von Proteinen wurden mittels ProtParam durchgef•uhrt.

2.2.10.2 Abbildungen

Abbildungen wurden mittels The Gimp oder InkScape angefertigt. Diagramme wurden mit

Microsoft Open O�ce und Xmgrace erstellt. Die Dekonvolutio n der Bilder wurde mit dem

Huygens Softwarepaket durchgef•uhrt.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von Grx 3

In der Literatur wird Grx3 als Interaktionspartner der PKC � beschrieben, woraus Funktionen

in der T-Zellaktivierung und der Herzhypertrophie gefolgert werden. Allerdings ist Grx3 bisher

kaum biochemisch charakterisiert und auch•uber Expression und Lokalisation des Proteins ist

bisher nur wenig bekannt. Die im Folgenden beschriebenen Genanalysen werden exemplarisch

f•ur humanes Grx3 gezeigt, w•ahrend die durchgef•uhrten Lokalisationsstudien in Maus und

Mensch durchgef•uhrt wurden.

3.1.1 Identi�kation von humanem Grx 3

In den Gendatenbanken sind zwei unterschiedliche Sequenzen f•ur humanes Grx3 annotiert.

Ein Gen ist auf Chromosom 10q26 und das andere Gen ist auf Chromosom 6p25 lokalisiert.

Ein Vergleich der beiden Gensequenzen identi�zierte das Gen auf Chromosom 6 als Pseu-

dogen (siehe Abbildung 3.1 (A)). In der Analyse stellte sichheraus, dass dieses Gen stark

fragmentiert war. Diese Modi�kationen k •onnten beispielsweise aus einem ungleichencrossing-

over resultieren. Ferner wies die Gensequenz auf Chromosom 6 kein Startcodon auf. Aus den

angef•uhrten Gr •unden ist ersichtlich, dass es sich um eine
"
nicht-funktionelle\ Sequenz von

Grx3 handelte, die f•ur ein nicht-funktionelles Protein codierte.

Das f•ur humanes Grx3 codierende Gen setzte sich aus 12 Exonen zusammen, von denen die

ersten vier Exone die Trx-Dom•ane, Exon vier bis sechs die erste Grx- (GrxA-) Dom•ane und

die letzten sechs Exone die zweite Grx- (GrxB-) Dom•ane kodierten. Das letzte Exon war im

5'-UTR lokalisiert (siehe Abbildung 3.1 (B)).

39
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Abbildung 3.1: Identi�kation der

Gensequenz f •ur humanes Grx 3.

(A) Ma�stabsgetreue Darstellung der

Intron-/Exonstruktur von humanem

Grx3. Exone 1 bis 4 kodieren die

Trx-Dom •ane. Exone 4 bis 6 kodie-

ren f•ur die GrxA-Dom•ane und Exo-

ne 7 bis 12 kodieren f•ur die GrxB-

Dom•ane. (B) Identi�kation der Gen-

sequenz f•ur humanes Grx3. Dot ma-

trix view des Alignments der Gense-

quenzen von Grx3 auf Chromosom10

und auf Chromosom6.

3.1.1.1 Phylogenetische Verwandtschaft von Grx 3 verschiedener Spezies

Zur Ermittlung des Verwandschaftsgrades von Grx3-Proteinen verschiedener Spezies wurde

eine phylogenetische Untersuchung durchgef•uhrt. Hierzu wurde die Aminos•auresequenz von

humanem Grx3 in einem Alignment bestehend aus Grx3 aus Einzellern, Insekten, Vertebra-

ten, Invertebraten, P
anzen und Pilzen eingef•ugt. Hierbei zeigte sich, dass die Grx-Dom•anen

zwischen Hefe, P
anzen und Menschen mit 50 % eine h•ohere Identit•at aufwiesen als die

Trx-Dom •anen, bei der die Identit•at weniger als 30 % betrug. Der anhand dieses Alignments

berechnete Stammbaum (siehe Abbildung 3.2) zeigte, dass Grx3 ein Protein mit eine hohe

Identit •at zwischen den verschiedenen Spezies aufweist.
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Abbildung 3.2: Phylogenetische Analyse von Grx 3. In der Analyse wurde die Ami-

nos•auresequenz von Grx3 in ein Alignment bestehend aus Sequenzen von Grx3 verschiedener

Spezies eingef•ugt. Die Analyse wurde unter Verwendung des Phylip Programms durchgef•uhrt

(gr•un: Trx-Dom •anen, rot: Grx-Dom•anen.

3.1.1.2 Klonierung und rekombinante Expression von Grx 3

Die Klonierung des Gens von humanem und murinem Grx3 aus cDNSin den Vektor pET15b

und die anschlie�ende Transformation des Plasmids inE. coli BL21(DE3)codonplus ist eine

M•oglichkeit zur rekombinanten Expression von Grx3 als His-tag Fusionsprotein. Zur Analyse

der E�zienz von Expression und Reinigung wurde ein Coomassie-gef•arbtes SDS-Gel angefer-

tigt. Abbildung 3.3 zeigt f •ur beide Proteine eine Proteinbande bei ca. 40 kDa in ausreichender

Reinheit.
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Abbildung 3.3: Expression und Reini-

gung von Grx 3. Gezeigt sind Coomassie-

gef•arbte Gradientengele. (A ) Expression

und Reinigung von humanem Grx3 aus

E.coli BL 21(DE3)codonplus transformiert

mit hGrx3-pET15b. (B ) Expression und

Reinigung von murinem Grx3 aus E.coli

BL21(DE3)codonplus transformiert mit

hGrx3-pET15b. Spur 1: Standard, Spur 2:

Rohextrakt von E.coli BL21(DE3)codonplus

vor der Induktion der Expression von hGrx3

(A) oder mGrx 3 (B) und Spur 3: Extrakt von

E.coli BL 21(DE3)codonplus nach Induktion

der Expression von hGrx3 (A) oder mGrx 3

(B). Es wurden gleiche Mengen aufgetragen.

4: gereinigtes Grx3-His-Tag-Fusionsprotein.

3.1.1.3 Produktion und Evaluation Grx 3 spezi�scher Antik •orper

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Antik •orper sowohl gegen humanes als auch murines Grx3

entwickelt. Hierzu wurden die entsprechenden Proteine rekombinant exprimiert und in zwei

Schritten gereinigt. Zun•achst erfolgte eine Reinigung•uber den His-Tag des Proteins und daran

anschlie�end eine weitere Reinigung•uber einen Kationenaustauscher. Das gereinigte Prote-

in wurde entsprechend dem in Abschnitt 2.2.6.2 beschriebenen Verfahren in ein Kaninchen

injiziert. Die aus dem Blutserum gewonnenen Antik•orper wurden vor ihrer weiteren Verwen-

dung auf Spezi�t •at und Sensitivit •at hin •uberpr•uft. Eine Westernblotanalyse zeigte, dass eine

Verd•unnung von eins zu tausend f•ur beide Antik •orper Proteine in einem ausreichenden Grad

an Spezi�t •at und Sensitivit •at detektierte. Kontrollexperimente zeigten, dass der murine An-

tik •orper nach A�nit •atsreinigung in immunohistochemischen Analysen Grx3 spezi�sch detek-

tieren konnte (siehe Abbildung 3.4). In dieser Arbeit wurden immunocytochemische Analy-

sen in HeLa-Zellen ausschlie�lich mit dem human-Grx3 spezi�schen Antik •orper durchgef•uhrt.

Entsprechende Kontrollexperimente werden in Abschnitt 3.1.2.3 ausf•uhrlich betrachtet. F •ur

Westernblotanalysen und Immunopr•azipitationen wurde ebenfalls der human-spezi�sche An-

tik •orper verwendet.



Ergebnisse 43

Abbildung 3.4: Validierung von Antik •orpern gegen humanes und mausspezi-

�sches Grx 3. Blockexperimente zur •Uberpr•ufung der Spezi�t•at von polyklonalen anti-

Grx3-Antik •orper. (A ) Von der Leber einer Maus wurden Para�nschnitte mit einem af -

�nit •atsgereinigtem polyklonalen anti-Maus-Grx3-Antik •orper gef•arbt. In ( 1) wurde der An-

tik•orper 1 zu 25 verwendet in (2) wurde der verwendete Antik•orper zuvor gegen sein Antigen

a�nit •atsgereinigt. (B ) Westernblot mit einer anti-HumanGrx 3-Antik •orperkonzentration von

1 zu 1000; Spur 1: Standard, Spuren 2 und 7: 60 � g HeLa-Proteinextrakt, Spuren 3 und 8:

10 ng gereinigtes human Grx3, Spuren 4 und 9: 31; 4 ng gereinigtes human Grx3, Spuren 5

und 10: 100 ng gereinigtes human Grx3, Spuren 6 und 11: 314 ng gereinigtes human Grx3.

Signale in den Spuren2 bis 5 wurden mit unblockierter Grx3-Antik •orperl•osung detektiert,

w•ahrend f•ur die Detektion der Signale in den Spuren6 bis 11 der Grx3-spezi�sche Antik•orper

zuvor mit Antigen in einer Konzentration von 200� g/ml blockiert wurde.

3.1.1.4 Abschalten der Grx 3-Expression durch siRNA Transfektion

Zur Analyse von Genfunktionen sollte das endogene Grx3-Level durch Einsatz der RNS-

Interferenz-Technik unter Verwendung von siRNA reduziert werden. In ersten Vorversuchen

wurden HeLa-Zellen mit drei verschiedenen Grx3 spezi�schen siRNAs trans�ziert. Als siRNA

wurden folgende Konstrukte verwendet: siGrx3(TS1), mit einer komplement•aren Sequenz in

Exon 5 beginnend ab Nukleotid 577; siRNA siGrx3(TS2) komplement•ar zu einer Sequenz in

Exon 2 beginnend ab Nukleotid 150 oder siGrx3(TS3) mit einerkomplement•aren Sequenz 4

beginnend ab Nukleotid 454. Drei Tage nach der Transfektionwurde eine Westernblotanalyse

durchgef•uhrt, in der die siGrx3(TS1) das endogene Grx3-Level am deutlichsten reduzierte

(Daten nicht gezeigt). Alle weiteren Versuche wurden ausschlie�lich mit der siGrx3(TS1)

siRNA durchgef•uhrt. Eine Kinetik der Verminderung des Grx3-Levels zeigte, dass bereits
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am Folgetag der Transfektion eine deutliche Reduktion der Expression auf Proteinebene de-

tektierbar war. Die deutlichste Reduktion ist exemplarisch in Abbildung 3.5 gezeigt. Der

Proteingehalt reduzierte sich bis zum 4ten Tag nach der Transfektion und stieg anschlie�end

langsam an. Zur Steigerung der Reduktion im Grx3-Level auf unter 10 % und um Folgereak-

tionen desKnock-downs in die Analysen mit einbeziehen zu k•onnen, wurden HeLa-Zellen in

den durchgef•uhrten Experimenten zwei- bis dreimal in einem Abstand von drei Tagen trans�-

ziert (siehe beispielsweise Abbildung 3.24). Durch die Transfektion waren keine Unterschiede

im Wachstum der Zellen unter Standardbedingungen erkennbar.

Abbildung 3.5: Spezi�sche Reduktion von

Grx 3 nach siRNA Transfektion. Kine-

tik des Grx3-Proteinlevels nach Transfektion

mit siGrx 3(TS1). Die HeLa-Zellextrakte wur-

den mittels Westernblot analysiert.

3.1.2 Expression und Lokalisation von Grx 3 in Vertebraten

•Uber die Funktion und Verteilung von Grx3 in den unterschiedlichen Organen ist in der Li-

teratur bisher wenig beschrieben [94, 108, 109]. In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen

die Expression von Grx3 in humanen Organen mittels RT-PCR analysiert und zum anderen

wurde die Expression und Verteilung von Grx3 in Mausorganenimmunohistochemisch un-

tersucht. Durch den Nachweis von Grx3 in einer Vielzahl von Organen, wird ein detaillierter
•Uberblick •uber die Verteilung dieses Proteins in Mausorganen gescha�en, aus dem potentielle

Rollen und Interaktionen von Grx3 in Krankheitsprozessen abgeleitet werden k•onnen.

3.1.2.1 Expression im Menschen

Zun•achst sollte ein •Uberblick •uber das Expressionsmuster von humanem Grx3 in menschli-

chen Organen gescha�en werden. Hierzu wurde eine RT-PCR-Analyse auf 16 humane Organe

durchgef•uhrt. Die hierf •ur ben•otigte cDNS wurde von Clontech-Takara Bio Europe (Saint-

Germain-en-Laye, FR) erworben. Eine •Uberpr•ufung der Expression von Grx3 erfolgte in:

Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere, Pankreas, Milz, Thymus, Pro-

stata, Testis, Ovar, D•unndarm, Kolon und Leukozyten (siehe Abbildung 3.6). Es wurde eine

ubiquit •are Expression von Grx3 festgestellt. Die Di�erenzen in derExpression waren aller-

dings zu gering, um quantitative Aussagen•uber Unterschiede in der Expression tre�en zu

k•onnen.
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Abbildung 3.6: Expression von Grx 3 in humanen Organen. RT-PCR auf humane

cDNA-Panels der Firma Clontech. Es wurden16 verschiedene Organe analysiert. Als Negativ-

kontrolle wurde Wasser und als Positivkontrolle gepoolte cDNS aus allen getesteten Organen

verwendet. In allen getesteten Organen wurde Grx3 exprimiert.

3.1.2.2 Expression und Lokalisation in Mausorganen

Aus der ubiquit •aren Expression von Grx3 in humanen Organen konnte lediglich die Pr•asenz

von Grx3 nachgewiesen werden, jedoch keine R•uckschl•usse auf die Verteilung des Proteins

in den Organen gezogen werden. In immunohistologischen Experimenten mit Mausgewebe

sollte daher die Lokalisation in den einzelnen Organen analysiert werden. Um ein m•oglichst

umfassendes Bild der Verteilung von Grx3 zu erhalten, wurden Organe aus den folgenden

Bereichen analysiert: Gehirn, Sinnesorgane, Verdauungssystem, lymphatisches System, Re-

produktionssystem, endokrines System, urologisches System, metabolisches System, respira-

torisches System sowie Muskeln und Haut. Alle F•arbungen wurden mit dem polyklonalen

a�nit •atsgereinigten anti-Maus-Grx3-Antik •orper durchgef•uhrt. In den F •arbungen zeigte sich

eine Grx3-Expression in allen Organgruppen. Im Folgenden sind Besonderheiten in der Ver-

teilung der Grx3-Expression aufgelistet:

Im Gehirn wurde Grx3 in allen gezeigten Regionen dem Cerebellum (Abb. 3.7(1)), dem Hip-

pocampus (Abb. 3.7(2)), dem R•uckenmark (Abb. 3.7(3)) und dem Striatum (Abb. 3.7(4))

exprimiert. Besonderheiten in der F•arbung sind die Zellkernf•arbungen in den Pyramiden-

zellen oder in den Zellkernen des cerebralen Kortex. Im R•uckenmark und Striatum waren

ebenfalls Kernf•arbungen erkennbar. In den Sinnesorganen war Grx3 in Augen-(Abb. 3.7(5)),

Nasen- (Abb. 3.7(6))und Zungengeweben (Abb. 3.7(7)) ebenfalls in Zellkernen lokalisiert. Be-

sonders intensive F•arbungen waren sowohl in der inneren und•au�eren plexiformen Schicht

und den St•abchen und Z•apfchen des Auges (Abb. 3.7(5)) als auch in den Epithelzellen der

Zunge (Abb. 3.7(7)) zu �nden. Im Verdauungssystem war Grx3 in Muskelb•undeln der Lamina

muscularis lokalisiert (Abb. 3.7(8 � 11)). In Organen des m•annlichen Reproduktionssystems

war Grx3 in den Intertestinal- und Sertolizellen lokalisiert. Eine Zellkernf •arbung war hier in

fr •uhen, runden Spermatiden zu �nden (Abb. 3.7(12)). In Organen des weiblichen Reproduk-

tionssystems war eine starke Expression von Grx3 in den Oozyten nachweisbar, die jedoch in
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der Zona pellucida komplett fehlte (Abb. 3.7(13)). Die Zonapellucida ist eine Schicht, die die

Oozyte von umliegenden Follikelzellen abgrenzt. Im Uteruswar Grx3 im Endometrium und in

Dr •usen- und Ober
•achenepithelzellen exprimiert (Abb. 3.7(14)). Im Brustgewebe war Grx3

in den Alveolarzellen zu �nden (Abb. 3.7(15)). In metabolischen Organen war Grx3 vor allem

um den Bereich der Zentralvene der Leber (Abb. 3.7(16)) und in den Langerhans Inseln des

Pankreas lokalisiert (Abb. 3.7(17)). Im Pankreas wiesen die Zellen erneut eine Zellkernf•arbung

auf. Im urologischen System war Grx3 schwach in den Glomeruli, jedoch stark im proximalen

Tubulus exprimiert. Auch hier war eine deutliche Zellkernf•arbung erkennbar. Weiter wurde

Grx3 im Uroepithel in der Harnblase detektiert (Abb. 3.7(18 und 19)). Im endokrinen System

wurde Grx3 in der Nebenniere deutlich exprimiert (Abb. 3.7(20)), w•ahrend in der Thyroidea

keine Expression detektierbar war (Abb. 3.7(21)). In den Atmungsorganen war Grx3 deutlich

in den Muskelb•undeln der Trachea exprimiert (Abb. 3.7(22)), wohingegen in Lungengewebe

fast keine Expression detektierbar war (Abb. 3.7(23)). Im Muskelgewebe war Grx3 sowohl in

Herz- (Abb. 3.7(24 und 25)) und in Skelettmuskeln (Abb. 3.7(26 und 27)) deutlich erkenn-

bar. In den Kardiomyozyten war ebenfalls eine deutliche Zellkernf•arbung erkennbar. In der

Haut war Grx3 haupts•achlich in der Epidermis oder in Zellkernen von Dr•usenzellen nach-

weisbar (Abb. 3.7(28)). In lymphatischen Organen, wie der Milz (Abb. 3.7(29)), war Grx3

stark um die zentrale Arteriole exprimiert. In der Maus ist d iese als T-Zell-Zone bekannt, in

der T-Zellen mit dendritischen Zellen und durchwanderndenB-Zellen interagieren. Au�erdem

konnte Grx3 in den Germinativen Zentren im Kortex der Lymphk noten nachgewiesen werden

(Abb. 3.7(30)) (siehe Abbildung 3.7 und Abschnitt 3.2.3). Interessanterweise wird Grx3 als

einziges Protein der Trx-Familie, in den Germinativen Zentren der Lymphknoten exprimiert.

Die Germinativen Zentren sind Orte der B-Zellreifung (siehe Abbildung 3.8).



Ergebnisse 47



Ergebnisse 48



Ergebnisse 49

Abbildung 3.7: Expression von Grx 3 in murinen Organen. Para�nschnitte wurden mit

a�nit •atsgereinigtem polyklonalem Antik•orper gef•arbt. Signale wurden nach der Streptavidin-

Peroxidase Methode mit AEC als Substrat gef•arbt. Die Vergr•o�erung der Schnitte wird im

folgenden mit x gekennzeichnet.1: Cerebellum 2; 5x vergr•o�ert, 2: Hippocampus 2; 5x ver-

gr•o�ert, 3: R•uckenmark 2; 5x vergr•o�ert, 4: Striatum 10x vergr•o�ert, 5: Auge 50x vergr•o�ert,

6: Nase 50x vergr•o�ert, 7: Zunge 20x vergr•o�ert, 8: •Osophagus10x vergr•o�ert, 9: Magen 10x

vergr•o�ert, 10: Ileum 10x vergr•o�ert, 11: Kolon 10x vergr•o�ert, 12: Testis 10x vergr•o�ert, 13:

Eizelle 20x vergr•o�ert, 14: Uterus 10x vergr•o�ert, 15: Mamma laktierend 10x vergr•o�ert, 16:

Leber 10x vergr•o�ert, 17: Pankreas 20x vergr•o�ert, 18: Harnblase 10x vergr•o�ert, 19: Niere

2; 5x vergr•o�ert, 20: Nebenniere 10x vergr•o�ert, 21: Thyroidea 20x vergr•o�ert, 22: Trachea

20x vergr•o�ert, 23: Lunge 20x vergr•o�ert, 24: Herz-Querschnitt 20x vergr•o�ert, 25: Herz-

L•angsschnitt20x vergr•o�ert, 26: Skelettmuskel-L•angsschnitt20x vergr•o�ert, 27: Skelettmuskel-

Querschnitt 20x vergr•o�ert, 28: Haut 20x vergr•o�ert, 29: Milz 10x vergr•o�ert, 30: Lymphkno-

ten 10x vergr•o�ert. Ausf •uhrgang (A), Alveolarsack (AS), •au�ere nukle•are Schicht (•ANS),

•au�ere plexiforme Schicht ( •APS), Bindegewebe (BG), Cornu ammonis 1 � 3 (CA 1 � 3),

Corpus callosum (CCAL), Cortex (COR), Dermis (D), Dr •usenepithel (DE), Endometrium

(EME), Epithel (EP), exokriner Pankreas (Exo), Fettgewebe (FG), Filiforme Papillen (FP),

Flimmerepithel (FP), Follikel (F), Follikelzellen (FZ), G allengang (GG), Ganglienzellschicht

(GZS), Germinatives Zentrum (GZ), Graue Substanz (GS), Gyrus dentatus (GD), Haarfolli-

kel (HF), Hinterhorn (HH), innere nukle •are Schicht (INS), innere plexiforme Schicht (IPS),

Knorpelschicht (KS), Langerhans Insel (Lin), Leydigzellen (LZ), luftleitende Strukturen (LF),

Lamina Propria (LP), Lymphfollikel (LF), Mucosa (MUC), Med ulla (MED), Muskelb•undel

(MU), Muskelschicht (MUS), Muskularis externa (ME), Musku laris mucosa (MM), Myome-

trium (MME), Nierenk •orperchen (NK), Nukleus (N), Ober
 •achenepithel (OE), Olfaktorisches

Epithel (OEP), Oozyte (OO), Perimetrium (PME), Pneumozyt ( PN), Portalvene (PV), Rote

Pulpa (RP), sekretorische Alveole (SA), Sinusoid (SIN), St•abchen und Z•apfchen (SZ), Stra-

tum granulosum (GRL), Stratum molekulare (MOL), Submucosa(SUM), Talgdr •usen (TG),

Thekazellen (TZ), Tubuli seminiferi (TS), Vorderhorn (VH) , Wei�e Pulpa (WP), Wei�e

Substanz (WS), Zona Fasciculata (ZF), Zona Glomerulosa (ZG), Zona pellucida (ZP), Zo-

na Reticularis (ZR), Zentralkanal (ZK), Zentralvene (ZV). (Bereits ver•o�entlicht in Godoy,

Funke, Ackermann, Haunhorst et al., 2010 [159].)
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3.1.2.3 Subzellul •are Lokalisation in HeLa-Zellen

Zur Analyse m•oglicher Funktionen von Proteinen ist die Kenntnis •uber ihre subzellul•are Lo-

kalisation unerl•asslich. In der Literatur wurde f •ur humanes Grx3 bisher ausschlie�lich eine

subzellul•are Lokalisation beschrieben. In den unter Abschnitt 3.1.2.2 durchgef•uhrten Lokalisa-

tionsstudien deutete sich eine nukle•are Lokalisation in verschiedenen Mausorganen an. Zur Be-

stimmung der subzellul•aren Lokalisation von humanem Grx3 wurden immunozytochemische

Analysen in HeLa-Zellen durchgef•uhrt. Hierbei zeigte sich neben der bereits beschriebenen

zytosolischen Lokalisation auch eine nukle•are Lokalisation von Grx3 (siehe Abbildung 3.9).

Hierzu wurden der Pearson- oder Manders-Koe�zient mit der Huygens-Software bestimmt.

Der Pearson-Koe�zient deutete mit einem Wert von 0 ; 444 eine partielle Kolokalisation mit

dem Kern an, die durch die Manders-Koe�zienten M1 = 1 und M2 = 0 ; 893 best•atigt wurden

(siehe Abbildung 3.9). Ein gerichteter Transfer von Grx3 in den Kern war weder nach Sti-

mulation von HeLa-Zellen mit PMA und ebenso nach Behandlungder Zellen mittels Hypoxie

oder Hypoxie und anschlie�ender Reoxygenierung beobachtbar gewesen.

Abbildung 3.9: Subzellul •are Lokalisation von Grx 3 in HeLa-Zellen. Immunozytoche-

mische Analyse von Grx3 zur Bestimmung der subzellul•aren Lokalisation in HeLa-Zellen. 1

bis 3: HeLa-Zellen wurden dreimal im Abstand von drei Tagen mit Kontroll-siRNA trans�-

ziert. Zellen in 4 bis 6 wurden analog mit siGrx3(TS1) siRNA trans�ziert. 1 und 4: F•arbungen

von Grx3; 2 und 5: Mitochondrien (mit MitoTracker Deep Red 633)- und Kernf •arbung (mit

DAPI); 3 und 6: •Uberlagerungen von Grx3, Kern und Mitochondrien. Gr •un: Grx3; rot: Mit-

ochondrien ; blau: Kern.
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3.1.3 Glutaredoxin 3 besitzt einen Cofaktor

3.1.3.1 Koordination eines Eisenschwefelzentrums

Die anaerobe Reinigung von humanem Grx3 nach bakterieller•Uberexpression inE.coli re-

sultierte in einer gelblich-braunen Proteinsuspension, wie sie auch bei der Reinigung von

Grx2 vorzu�nden ist [91]. Diese Beobachtung l•asst die Pr•asenz eines eisenhaltigen Kofak-

tors in Grx3 vermuten. F •ur eine genauere Analyse wurde anaerob gereinigtes Grx3 mittels

Gel�ltrationschromatographie aufgetrennt. Hierbei bild eten sich zwei Fraktionen. Zun•achst

eluierte Grx3 mit einer Gr•o�e von 87; 8 kDa und zus•atzlich konnte Grx3 mit einer Gr •o�e

von 44; 1 kDa bestimmt werden. Die experimentell ermittelten Werte stimmen im Rahmen

der Messgenauigkeit mit den theoretisch errechneten Werten f•ur monomeres Grx3 (39; 6 kDa)

und dimerisiertes Grx3 (etwa 79; 2 kDa) •uberein. Eine Analyse mittels UV/Vis-Spektroskopie

ergab in der Dimerfraktion Absorptionsbanden bei 324, 412,510 und 590 nm, die charakteri-

stisch f•ur [2Fe-2S]-Zentren sind. Die Absorptionsbanden waren in den Monomerbanden nicht

detektierbar (siehe Abbildung 3.10).

Abbildung 3.10: Identi�zierung eines

eisenhaltigen Kofaktors in Grx 3.

UV/Vis-Absorptionsspektrum von gerei-

nigtem Grx3 nach Expression in E. coli

und Gel�ltrationschromatographie (Bild-

einsatz). Die Werte wurden auf die Ab-

sorption bei 280 nm normalisiert. Dimer-

Fraktion: durchgezogene Linie, Monomer-

Fraktion: gepunktete Linie.

Zur Aufkl •arung der Eigenschaften des in Grx3 koordinierten Kofaktors wurde Grx3 in Anwe-

senheit von57Fe in Minimalmedium in E. coli exprimiert und mittels M •o�bauerspektroskopie

analysiert. Das dominante Spektrum (40 %) zeigte eine Isomerverschiebung bei 0; 273 mms� 1

und eine Quadrupol-Aufspaltung von 0; 622 mms� 1 (siehe Abbildung 3.11 A). Diese Werte

waren charakteristisch f•ur Eisen(III) in einer tetrahydralen Schwefelgeometrie. Folglich k•onnte

es sich bei dem Kofaktor um ein [1Fe-4Cys]-, ein [2Fe-2S]- oder ein [3Fe-4S]-Zentrum han-

deln.

Mittels EPR-spektroskopischer Analysen wurde eine weitere M•oglichkeit geliefert, die Zu-
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Abbildung 3.11: Identi�zierung von

GSH-abh •angigen [ 2Fe- 2S]-Zentren

in Grx 3. A : M•o�bauerspektrum bei

80 K. Die •Uberlagerung von vier Sub-

spektren ergibt eine gute Anpassung an

die Messwerte. Subspektrum1 (schwarz)

typisches Spektrum f•ur Fe3+ in einer

tetrahydralen Schwefelgeometrie, Subspek-

trum 2 (rot) zeigt unspezi�sch gebundenes

Eisen und Subspektren3 (gr•un) und 4

(blau): metabolisiertes Eisen.B : UV/Vis-

Absorptionsspektren vor (gepunktete

Linie) und nach (durchgezogene Linie)

Rekonstitution von Fe=S-Zentren. Die

Spektren wurden auf die Absorption bei

280 nm normiert. Bildeinsatz: Chroma-

togramm nach in vitro Rekonstitution

von Grx3 in Anwesenheit von radio-

aktiv markiertem GSH. Durchgezogene

Linie: Proteingehalt, Gepunktete Linie:

Radioaktivit •at. (Bereits ver•o�entlicht in

Haunhorst et al.; 2010; [164].)

sammensetzung des Fe/S-Zentrums n•aher zu beschreiben. Bei der EPR-Spektroskopie kann

zwischen paramagnetischen (ungepaarte Elektronen) und diamagnetischen (gepaarte Elek-

tronen) unterschieden werden. Bei den drei aus der M•o�bauerspektroskopie verbleibenden

M•oglichkeiten handelt es sich bei dem [1Fe-4Cys]- und dem [3Fe-4S]-Zentrum um parama-

gnetische Zentren, w•ahrend das [2Fe-2S]-Zentrum ein diamagnetisches Zentrum ist. Da in

der Elektronenresonanz (EPR)-Spektroskopie kein Signal detektiert werden konnte (bereits

ver•o�entlicht in Haunhorst et al., 2010 [164]), musste das Zentrum diamagnetisch sein. Folg-

lich wurde ein [2Fe-2S]2+ Zentrum koordiniert. F •ur eine genauere Analyse des Fe/S-Zentrums

wurde ein in vitro Rekonstitutions-Assay etabliert. Nach Rekonstitution von Grx3 waren die

Absorptionsbanden bei 342, 412, 510 und 590 nm und damit ein Fe/S-Zentrum detektierbar

(siehe Abbildung 3.11 (B)). Rekonstitutionen in An- und Abw esenheit von GSH zeigten, dass

GSH essentiell f•ur die Koordination des Zentrums ist. Bei einer Rekonstitution mit radio-
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aktiv markiertem GSH koeluierte das radioaktiv markierte GSH in einer Fraktion mit dem

Holo-Grx3-Komplex nach Gelchromatographie (Abbildung 3.11 B). Nach Mutagenese beider

Cysteine im aktiven Zentrum zu Serin (C159S; C216S) zeigte sich nach anaerober Reinigung,

dass die Mutanten kein Fe/S-Zentrum bilden (Daten nicht gezeigt).

3.1.4 Quanti�zierung der Eisenschwefelzentren

Aufgrund der beiden monothiol Grx Dom•anen k•onnte Grx3 durch Bildung von einem oder

zwei Fe/S-Zentren dimerisieren (siehe schematische Abbildung 3.12). Durch die kolorimetri-

sche Bestimmung der Menge an gebundenem Eisen [154] (Durchf•uhrung: siehe Material und

Methoden 2.2.6.11) und einem kolorimetrischen Nachweis von Schwefel (Durchf•uhrung: siehe

Material und Methoden 2.2.6.12 an gereinigtem und rekonstituiertem Grx3 konnte gezeigt

werden, dass Grx3 2; 08 � 0; 29 Fe/Monomer und 2; 63 � 0; 17 S2� /Monomer bindet. Hieraus

deutete sich eine Dimerisierung von Grx3 durch Koordination von zwei [2Fe-2S]-Zentren an,

wodurch nur eine Dimerisierung durch 2[2Fe-2S]-Zentren m•oglich ist (siehe Abbildung 3.12).

Abbildung 3.12: Schematische Darstellung der Koordination von Fe/S-Zentren

durch Grx 3. Modell des dimerisierten Grx3-Komplexes. (A) und (B) Grx 3 dimerisiert durch

die Koordination von je einem Fe/S-Zentrum. (C) Dimerisier ung von Grx3 durch die Koor-

dination von 2 Fe/S-Zentren.
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F•ur die abschlie�ende Quanti�zierung der durch Grx3 koordin ierten Fe/S-Zentren wurden

Deletionsmutanten von Grx3 unter anaeroben Bedingungen gereinigt. F •ur die Reinigung wur-

den entweder Einzeldom•anen (Trx, GrxA oder GrxB) oder Dom •anenpaare (Trx-GrxA und

GrxA-GrxB) verwendet. Die Trx-Dom •ane wies kein Fe/S-Zentrum auf, w•ahrend die beiden

Grx-Dom•anen je ein Fe/S-Zentrum koordinieren konnten. Nach Normalisierung der Absorp-

tion bei 280 nm zeigte sich, dass die Summe der Absorptionen der beiden Grx-Einzeldom•anen

den Werten des Wildtyp-Proteins bzw. der GrxA-GrxB-Mutant e entsprach. Folglich koordi-

nierte Grx3 zwei [2Fe-2S]-Zentren (siehe Abbildung 3.13).

Abbildung 3.13: Quanti�zierung

der Fe/S-Zentren in Grx 3-

Deletionsmutanten. UV/Vis-Absorp-

tionsspektren von individuellen Grx3-

Dom•anen und des WT-Proteins, normiert

auf die Absorption bei 280 nm. Durchgezo-

gene schwarze Linie: Grx3-WT, gestrichelte

schwarze Linie: Trx-Dom•ane, gelb: Trx-

GrxA-Dom•ane, blau: GrxA-Dom•ane, gr•un:

GrxA-GrxB-Dom •anen, rot: GrxB-Dom•ane

und t•urkis: rekonstituiertes Grx3-Protein.

Bereits ver•o�entlicht in Haunhorst et al.,

2010; [164].

3.1.5 Stabilit •at des Holo-Grx 3-Komplexes

In der Literatur wurde vermutet, dass Grx3 ROS-vermittelte Funktionen in der Signaltrans-

duktion •ubernimmt. Dies deutete einen E�ekt von Redoxsignalen auf das Protein an [104].

Durch verschiedene Behandlungen von Grx3-Dimeren, durch Reduktion mit GSH oder durch

Ausl•osen von oxidativem Stress (H2O2) bzw. in Anwesenheit des NO�-donor S-nitroso Gluta-

thion (GSNO) oder durch Behandlung mit einem Ein-Elektronen-Oxidants, sollte der Ein
uss

•au�erer Faktoren auf die Stabilit •at des Fe/S-Zentrums simuliert werden.

Unter aeroben Bedingungen dissoziierte der Holokomplex innerhalb von zwei Stunden. Die

Stabilisierung des Holokomplexes durch GSH war nur sehr schwach. H2O2 hatte keinen Ein-


uss auf die Stabilit •at des Fe/S-Zentrums w•ahrend der Ein-Elektron-Oxidant Ferricyanid und

der NO�-donor GSNO die Dissoziation des Holo-Komplexes deutlich beschleunigten (siehe Ab-

bildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Stabilit •at des Fe/S-

Zentrums in Grx 3. Die Stabilit•at des frisch

gereinigten humanem Grx3-Holokomplexes

(180 � M) wurde unter aeroben Bedingungen

bestimmt. Gemessen wurde die Abnahme der

Absorption bei 420nm. Das Protein wurde mit

1 mM GSH, 1 mM H2O2, 1 mM GSNO oder

0; 5 mM Ferricyanid behandelt.

3.1.6 In vivo Koordination des Eisenschwefelzentrums

Alle bisherigen Experimente wurden ausschlie�lichin vitro bzw. mit rekombinant exprimier-

tem Protein durchgef•uhrt. Um zu zeigen, dass Grx3 auchin vivo Fe/S-Zentren koordiniert,

wurde Grx3 zum Erhalt der Fe/S-Zentren mittels Immunopr •azipitation unter anaeroben Be-

dingungen gereinigt. Durch diese Vorgehensweise konnte sichergestellt werden, dass die unter

Sauersto� labilen Fe/S-Zentren erhalten blieben.

F•ur dieses Experiment wuchsen -
Abbildung 3.15: Koordination

eines Fe =S-Zentrums in vivo .

Jurkat-Zellen wuchsen zwei Ta-

ge in Anwesenheit von Transfer-

rin gebundenem 55Fe. Anschlie-

�end wurde Grx3 mittels Immu-

nopr•azipitation isoliert, der 55Fe-

Gehalt durch Szintillationsz•ahlung

gemessen. Als Kontrolle wurde das

Experiment mit Grx1 durchgef•uhrt;

einem Protein, dass kein Fe/S-

Zentrum koordiniert.

Jurkat-Zellen zwei Tage in Anwe-

senheit von Transferrin gekoppel-

tem 55Fe. Nach anschlie�ender Ly-

se der Zellen unter anaeroben Be-

dingungen und einer Co-IP, die eben-

falls unter anaeroben Bedingungen

durchgef•uhrt wurde, konnte nach

einigen Waschschritten an den An-

tik •orper-Antigen gebundenen Kom-

plex gebundenes Eisen mittels Szin-

tillationsz •ahlung detektiert werden.

Hierbei zeigte sich, dass im Ver-

gleich zu Kontrollseren signi�kant mehr 55Fe gebunden war, was auf die Koordination eines

Fe/S-Zentrum in vivo hindeutete (Abbildung 3.15). Aufgrund des Signal- zu Hintergrund-

verh•altnisses konnte jedoch keine Quanti�zierung der Fe/S-Zentren durchgef•uhrt werden.
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3.2 Funktionen von Grx 3 in vivo

Bisher wurde Grx3 in vivo eine Funktion in der Aktivierung von T-Zellen [94] oder in der

Herzhypertrophie [106,165] zugesprochen.

3.2.1 Eine Depletion von Grx 3 f•uhrt zu Ver •anderungen der Genexpression

Durch die Analyse der di�erentiellen Genexpression von WT-HeLa-Zellen im Vergleich mit

HeLa-Zellen mit reduzierter Grx3 Expression sollten weitere Prozesse identi�ziert werden, f•ur

die Grx3 physiologisch relevant ist. F•ur diesen Ansatz wurde die Microarray-Technologie ver-

wendet. Da in der Literatur eine Interaktion von Grx3 mit der PKC� nach T-Zellaktivierung

mittels 100 ng/ml PMA bereits beschrieben wurde [94], wurden mit Phorbolester stimulierte

HeLa-Zellen f•ur die Microarray-Analyse verwendet. Hierf•ur wurden HeLa-Zellen zweimal in

einem Abstand von drei Tagen mit siGrx3(TS1)- und Kontroll- siRNA trans�ziert. Zwei Ta-

ge nach der letzten Transfektion wurden die trans�zierten HeLa-Zellen f•ur 24 Stunden mit

100 ng/ml PMA behandelt. In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass sich nach einer Doppel-

Abbildung 3.16: Reduktion der Grx 3 Expression nach Elektroporation von spezi�-

scher siRNA. HeLa-Zellen wurden im Abstand von drei Tagen zweimal mit siGrx3 (TS1)-

oder Kontroll-siRNA trans�ziert. ( A ) Kontrolle der Transfektion mittels Westernblot. Es

wurden 25 � g Zellextrakt aufgetragen und mit Grx3- oder Tubulin- spezi�schen Antik•orpern

gef•arbt. (B ) Densitometrische Analyse des Westernblots aus A. (C) Q-RT-PCR-Analyse der

Reduktion von Grx3 in den verwendeten Proben (n =3; SEM).

transfektion von HeLa-Zellen mit siGrx3(TS1)- oder Kontro ll-siRNA und einer 10-min•utige

Behandlung mit 100 ng/ml Phorbolester zahlreiche Unterschiede auf Proteinebene abzeichne-
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ten. Zur •Uberpr•ufung der Transfektionse�zienz wurde eine Westernblotanalyse (Abbildung

3.16 A und B) und eine Q-RT-PCR-Analyse (Abbildung 3.16 C) durchgef•uhrt. F •ur die
•Uberpr•ufung wurden drei voneinander unabh•angige Ans•atze gew•ahlt. Hierbei zeigte sich eine

deutliche Reduktion von Grx3 um 76 % auf Protein- und um 94 % auf Transkriptionsebene

in den trans�zierten Zellen (siehe Abbildung 3.16).

In Abbildung 3.17 ist ein schematischer Verlauf der Microarray-Analyse gegeben. Es

werden die verwendeten Programme genannt und alle Kapitel in denen Ergebnisse des Arrays

gezeigt oder diskutiert werden, erw•ahnt.

Abbildung 3.17: Auswertung der Microarray-Analyse. Schematische Gliederung der

Auswertung des Microarrays und seine Verkn•upfung in dieser Dissertation. Ber•ucksichtigt

wurden signi�kante •Anderungen zwischen �pos von 0; 54 und �neg von � 0; 5 (siehe An-

hang).

3.2.2 Eine Depletion von Grx 3 f•uhrt zu •Anderungen im Zytoskelett

In der hier durchgef•uhrten Microarray-Analyse konnten 34 Gene identi�ziert werden, denen

Funktionen in der Organisation des Zytoskeletts oder genauer der Aktin und Tubulin Orga-

nisation, der Formation von Lamellopodien oder der fokalenAdh•asion zugeschrieben werden

k•onnen (siehe Tabelle 3.1). Eine Validierung der Ergebnisseerfolgte mittels Q-RT-PCR f •ur
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ausgew•ahlte Gene: Integrin A2 als Protein der fokalen Adh•asion, ICAM1 als Protein mit

Funktionen in der Zelladh•asion, Dock4 und Co�lin als Mediatoren in der Aktindynamik u nd

Tropomyosin 2 einem aktinbindendem Protein im Sakromer desHerzens (siehe Abbildung

3.18). Eine zus•atzliche Validierung der Microarrayergebnisse erfolgte durch die Untersuchung

des Ph•anotyps oder des Migrationsverhalten der Zellen.

Tabelle 3.1: Transkripte mit di�erentieller Genexpression

nach Reduktion des Grx3-Levels: Bezug zum Zytoskelett. Die

Gene in den grau hinterlegten Spalten wurden mittels einer

Q-RT-PCR veri�ziert.

Abk •urzung Name GenID •Anderung

(log 2)

MXRA5 matrix-remodelling associated 5 25878 2; 55

KRT17 Keratin17 3872 2; 48

MYLK3 Myosin light chain kinase 3 91807 2; 35

KRT80 Kreatin 80 14459 2; 22

THBS1 Thrombosporin 1 7057 2; 1

CFL2 Co�llin 2 1073 2; 03

ANKRD1 Ankyrin repeat domain 1 27063 2

PDGFRB Platelet-derived growth factor receptor beta po-

lypeptide

5159 1; 93

FBN2 Fibrillin 2 2201 1; 92

HSPG2 Heparan sulfate proteoglycan 2 3339 1; 87

TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 7077 1; 84

ITGA2 Integrin A1 3673 1; 82

JUB jub, ajuba homolog (Xenopus laevis) 84962 1; 79

CAV1 Caveolin 1 Caveolae protein 857 1; 78

SDC2 Syndecan� 2 6383 1; 77

KIF13A Kinesin family member 13A 63971 1; 76

TPM2 Tropomyosin 2 7169 1; 74

CLTCL1 clathrin, heavy chain-like 1 8218 1; 64

SLPI secretory leukocyte peptidase inhibitor 6590 0; 61

DOCK7 dedicator of cytokinesis 7 85440 0; 6

PLEK2 Plekstrin 2 26499 0; 6

DCBLD2 Discoidin, CUB and LCCL domain containing 2 131566 0; 59
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FERMT1 Fermitin family homolog 1 (Drosophila) 55612 0; 58

STK38L Serin/threonin Kinase 38 like 23012 0; 57

DOCK4 dedicator of cytokinesis 4 9732 0; 57

VEGFC vascular endothelial growth factor c 7424 0; 57

FGD4 FYVE, RhoGEF and PH domain containing 4 121512 0; 56

ICAM1 intracellular adhesion molecule 1 3383 0; 56

MPZL2 Myelin protein zero-like 2 10205 0; 56

SEMA4B sema domain, immunoglobulin 4B 10509 0; 56

SDC4 Syndecan� 4 6385 0; 55

ITGB4 Integrin beta 4 3691 0; 51

ITGA2 Integrin alpha 2 3673 0; 43

Grx3 Glutaredoxin 3 10539 0; 15

Abbildung 3.18: Validierung der Microar-

rayergebnisse. Q-RT-PCR zur Veri�kation

von Genen mit Ein
uss auf das Zytoskelett (n

= 3; SEM) in logarithmischer Darstellung. Die

Q-RT-PCR wurde unabh•angig vom Microarray

durchgef•uhrt.

Durch die Microarrayanalyse k•onnen lediglich Hinweise auf eine m•ogliche Involvierung

in zytoskeletale Prozesse gewonnen werden, deshalb sollteim weiteren Verlauf der Ein
uss

von Grx3 auf die Organisation des Zytoskeletts detaillierter betrachtet werden. Hierzu wur-

de zun•achst eine 
uoreszenzmikroskopische Analyse durchgef•uhrt. In HeLa-Zellen mit einem

reduzierten Grx3-Level und Wildtyp-HeLa-Zellen wurde Tubulin mit einem spezischen An-

tik •orper, Aktin mit Phalloidin und Zellkerne mit DAPI visualis iert. Die mikroskopische Analy-

se zeigte, dass eine Reduktion des Grx3-Levels in der Zelle leichte Ver•anderungen der Zellform

im Vergleich mit Kontrollzellen zur Folge hatte (siehe Abbi ldung 3.19). In Abwesenheit von

Grx3 zeigte sich eine Verschiebung der Aktin�lamente in diePeripherie der Zelle, w•ahrend in
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der Mikrotubuliverteilung keine Unterschiede detektierbar waren. Deutlichere Unterschiede

wurden in Bezug auf eine Elongation der Zellen und im•Ubereinanderwachsen der Zellen bei

Abwesenheit von Grx3 detektiert. Die Kontrollzellen wuchsen adh•arent als Monolayer, mit

einer f•ur HeLa-Zellen typischen Eigenschaften. Demhingegen wiesen HeLa-Zellen mit einem

reduzierten Grx3-Proteinlevel verl•angerte Zellausl•aufer auf, da sie sich im Gegensatz zu den

Kontrollzellen kreuzen konnten (siehe Abbildung 3.19).

Abbildung 3.19: Ph •anotyp von HeLa-Zellen in An- und Abwesenheit von Grx 3. In

1 und 2 wurden HeLa-Zellen mit Kontroll-siRNA trans�ziert, in 3 und 4 wurden sie mit

Grx3-siRNA trans�ziert. 1 und 3 zeigen jeweils eine mit dem konfokalen Mikroskop aufge-

nommene Ebene (blau: Kern; gelb: Aktin; orange: Tubulin);2 und 4 sind dreidimensionale

Rekonstruktionen mehrerer konfokaler Ebenen nach Dekonvulierung (rot: Kern; gr •un: Aktin;

blau: Tubulin).

Um die Ergebnisse zu veri�zieren, wurde eine Migrationsanalyse durchgef•uhrt. Hierzu

wurden HeLa-Zellen zweimal in einem Abstand von drei Tagen transient mit Grx3(TS1)

siRNA oder mit Kontroll siRNA trans�ziert. Drei Tage nach de r letzten Transfektion wurden

die Zellen in 'ibidi Kammern' f •ur einen scratch-assayausges•at, so dass sie nach 24 Stunden

kon
uent waren. Die Messung wurde gestartet, indem ein eingesetzter Plastikstreifen entfernt

und so ein Spalt von exakt 500� m Breite erzeugt wurde. Im Abstand von vier Stunden wurden

Bilder mit einem Phasenkontrastmikroskop aufgenommen, anhand derer die verbleibende

Spaltbreite bestimmt werden konnte. Bei einem t•aglichen Wechsel des Mediums zeigten sich



Ergebnisse 62

keine Unterschiede zwischen den beiden Zellpopulationen.Wurde das Medium hingegen nicht

gewechselt, migrierten die Zellen mit einem reduzierten Grx3-Level schneller als die Zellen

mit dem endogenen Level an Grx3 (siehe Abbildung 3.20).

Abbildung 3.20: Migrationsverhalten von HeLa-Zellen in An- und Abwesenheit v on

Grx 3.(A ) Migrationsverhalten von trans�zierten HeLa-Zellen ohne Mediumwechsel. (B ) Mi-

grationsverhalten der HeLa-Zellen, wenn alle24 Stunden das Medium gewechselt wurde.(C)

Phasenkontrastaufnahmen des Spaltes.

3.2.3 Eine Depletion von Grx 3 f•uhrt zu •Anderungen einer di�erentiellen

Expression von Genen in
ammatorischer Reaktionen

Die PKC nimmt eine Funktion im T-Zell-Rezeptor (TCR)-Signa ling ein [166], so kann die

PKC Isoform � zu einer selektiven Aktivierung des c-Jun N-terminalen Kinase (JNK)/AP-

1-Signalweges und der Interleukin-2 Genen in T-Zellen f•uhren [167{169]. Ebenfalls kann die

PKC� mit dem TCR-Komplex und den Kontaktstellen zwischen antigenspezi�schen T-Zellen

und antigen pr•asentierenden Zellen kolokalisieren [170] und dort einen Teil des supramoleku-

laren Aktivierungszentrums ausbilden.

Bereits in 2000 konnte durch Witte und Koarbeiter gezeigt werden, dass Grx3 in T-Zellen ex-

primiert wird und dort mit der PKC � kolokalisiert [94]. In der Literatur wird derzeit kontrove rs

argumentiert, ob die Regulation der PKC� durch eine direkte Protein-Protein-Interaktion [94]

oder als Sekund•are�ekt vermittelt wird [171]. Nach transienter •Uberexpression der PKC� und

von Grx3 konnte eine Interaktion zwischen den beiden Proteinen gezeigt werden [94]. In den

hier durchgef•uhrten Co-Immunopr•azipitationen konnte auch bei Erh•ohung der verwendeten

PMA-Konzentration und einer Verl •angerung der Inkubationszeit keine Interaktion zwischen

den beiden Proteinen nachgewiesen werden (siehe Abbildung3.21).

Die hier durchgef•uhrte Microarrayanalyse nach Reduktion des endogenen Grx3-Levels und
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Abbildung 3.21: Interaktionsanalyse zwischen Grx 3 und PKC � . Jurkat-Zellen wurden

mit 10, 30, 100 oder 300 ng PMA/ml 3 respektive18 Stunden behandelt. Die Proteinextrakte

wurden wie folgt analysiert: (A ) Das Eluat einer Immunopr•azipitation gegen Grx3 wurde f•ur

eine Westernblotanalyse zum Nachweis der PKC� verwendet. (B ) Kontrolle der Eluate der

Immunopr•azipitation aus A auf Grx3, (C, D ) Kontrolle der Proteinextrakte auf PKC � und

Grx3 mittels Westernblotanalyse (WB).

24-st•undiger Stimulation mit 100 ng/ml PMA zeigte im Vergleich zu stimulierten Kontroll-

zellen eine Ver•anderung in der Genexpression von 12 Genen (siehe Tabelle 3.2), die an den

unterschiedlichsten Stellen in die Entstehung bzw. der Regulation von Entz •undungsreaktionen

involviert sind. Exemplarisch wurden Expressions•anderungen der folgenden Gene mittels Q-

RT-PCR gepr•uft: die beiden dual-spezi�schen Phosphatasen DUSP4 (Zellkern) und DUSP6

(Zytoplasma), die der Regulation von MAP-Kinasen (z.B. ERK) dienen sowie ICAM1, ei-

nem Faktor der f•ur die Anheftung von Leukozyten an das Endothel verantwortlich ist und

der H•amoxygenase-1 (HO-1), einem h•amspaltenden Enzym (siehe Abbildung 3.22). In der

Q-RT-PCR-Analyse konnten fast alle di�erentiellen Genexpressionen, die in der Microarray-

analyse detektiert wurden, best•atigt werden. Die einzige Ausnahme stellte c-Fos dar.

Abbildung 3.22: Validierung der Microar-

rayergebnisse. Q-RT-PCR zur Veri�kation

von Genen mit Ein
uss auf in
ammatorische

Prozesse (n =3; SEM) in logarithmischer Dar-

stellung.
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Tabelle 3.2: Transkripte mit einer di�erentiellen Genexpr essi-

on nach Reduktion des Grx3-Levels bei Behandlung der Zel-

len mit PMA: Bezug zu Entz •undungsreaktionen. Die Gene

in den grau hinterlegten Spalten wurden mittels einer Q-RT-

PCR veri�ziert.

Abk •urzung Name GenID •Anderung

(log 2)

HO-1 Heme oxygenase 1 3162 2; 43

TIMP2 TIMP metalloprotease inhibitor 2 7077 1; 84

CAV1 Caveolin 1, Caveolae protein 857 1; 78

TNIP1 TNFAIP3 interacting protein 1 10318 0; 61

DOCK7 Dedicator of cytokinesis 85440 0; 6

CXCR4 chemokine (C-X-C) motif receptor 4 7852 0; 58

IL4R Interleukin-4 Receptor 3566 0; 58

IRAK2 Interleukin-1 receptor-associated kinase 2 3656 0; 57

DUSP6 dual speci�city phosphatase 6 1848 0; 56

ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 3383 0; 56

DUSP4 dual speci�city phosphatase 4 1846 0; 54

BIRC3 baculoviral IAP repeat containing 3 330 0; 5

IL8 Interleukin-8 3576 0; 42

FOS v-fos FBJ murine osteosarcom viral oncpoge-

ne homolog

2353 0; 42

3.2.4 Ein
uss von Grx 3 in Prozessen der Eisenregulation und der Eisen-

hom •oostase

Die Zelle muss einerseits•uber eine ausreichende Konzentration an Eisen verf•ugen, anderer-

seits ist eine zu hohe Konzentration an Eisen toxisch f•ur die Zelle, so dass das Eisenlevel exakt

reguliert werden muss.

Um den Ein
uss von Vertebraten-Grx3 auf die Eisenhom•oostase, eisenbindende Proteine oder

Proteine der H•ambiosynthese zu identi�zieren, wurde die Microarrayanalyse auf Ver•anderungen

in den Transkripten von Proteinen der H•ambiosynthese (siehe Tabelle 3.3), beispielsweise der

HO-1 oder CYP24A1, CYP1B1 bzw. FADS3 als h•ambindende Proteine hin analysiert. Ebenso

wurde die Expressionsrate des Sauersto�sensors EGLN3 und der eisenbindenden Oxidoreduk-
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tase HPD reguliert. Weiter wurde die Transkription der Gene MafF, einem Transkriptions-

faktor zur Regulation von Ferritin H oder von NDUFS2, einem Protein der Kerneinheit des

Komplexes I reguliert. Anstelle einer Q-RT-PCR-Analyse wurde im weiteren Verlauf eine

Westernblotanalyse auf die wichtigsten regulatorischen Proteine der Eisenregulation durch-

gef•uhrt (s. Abbildung 3.24 A und B).

Tabelle 3.3: Regulation der Transkription von Proteinen, die

an der Eisenregulation oder der Eisenhom•oostase beteiligt

sind.

Abk •urzung Name GenID •Anderung

(log 2)

HO-1 Heme oxygenase 1 3162 2; 43

SNCA Synuclein alpha 6622 2; 15

MPPED2 Metallophosphoesterase domain containing 2 744 2; 05

CYP24A1 Cytochrome P450, family 24, subfamily A,

polypeptide 1

1591 1; 98

CYP1B1 Cytochrome P450, family 1, subfamily B, po-

lypeptide 1

1545 1; 82

FADS3 Fatty acid desaturase 3 606150 1; 79

NDUFS2 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S

protein 2

4720 0; 58

EGLN3 egl nine homolog 3 112399 0; 45

HPD 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 3242 3; 53

PPFIBP1 PTPRF interacting protein, binding protein

1

8496 0; 58

MafF v-maf musculoaponeurotic �brosacoma onco-

gene homolog F (avian)

23764 0; 57

In der B•ackerhefe wird vermutet, dass Grx3 eine Funktion im Transport von Eisen durch das

Zytosol besitzt bzw. eine Funktion als Eisensensor hat [172]. In diesem Kontext sollte eine hier

durchgef•uhrte Versuchsreihe kl•aren, ob Grx3 in Vertebraten analoge Funktionen•ubernehmen

kann. Hierzu wurden HeLa-Zellen dreimal in einem Abstand von drei Tagen mit Kontroll-

oder siGrx3-(TS1)-siRNA trans�ziert. Drei Tage nach der letzten Transfektion wurden die

Zellen geerntet. Zur Bestimmung der Expression verschiedener, in die Eisenhom•oostase invol-
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vierter Proteine, wurde eine Westernblotanalyse nach Depletion von Grx3 durchgef•uhrt. Diese

Analyse zeigte eine Abnahme von Ferritin, IRP1 und Glutamin-Phosphoribosylpyrophosphat-

Amidotransferase (GPAT), die Expression des TfR nahm zu unddie Expression von IRP2

wies keine Ver•anderungen auf (siehe Abbildung 3.24 A, B). Diese Ergebnisse deuten auf eine

Funktion von Grx3 in der Verteilung von Eisen in der Zelle hin. Besonders deutlich ist dies

an der Reduktion von GPAT zu erkennen. GPAT ist ein Protein, das im Zytosol als inakti-

ves Proenzym translatiert wird. F•ur die Reifung des Proteins werden zwei Prozesse ben•otigt.

Erstens ist die Koordination eines [4Fe-4S]-Zentrums n•otig und zweitens muss ein Propep-

tid aus 11 Aminos•aureresten am N-Terminus abgespalten werden [173,174]. Inder Literatur

wurde gezeigt, dass sich die Stabilit•at von GPAT durch Einbau des Fe/S-Zentrums erh•ohte.

In der durchgef•uhrten Westernblotanalyse zeigte sich nach siRNA-vermittelter Depletion von

Grx3 eine Reduktion des GPAT-Levels. F•ur Ferritin und den TfR ist bekannt, dass sie •uber

eine IRP-vermittelte Transkription reguliert werden. Fer ritin-mRNS besitzt am 5'-Ende ein

IRE im nichtkodierenden Bereich [175]. Bindet hier ein IRP an das IRE, wird die Produktion

von mRNS reduziert und als Folge kann weniger Eisen in der Zelle gespeichert werden. Im

Falle des TfRs handelt es sich um einen Ober
•achenrezeptor, der zur Aufnahme von Ferritin-

gebundenem Eisen verwendet wird. Im nichtkodierenden Bereich des 3'-Endes der TfR-mRNS

be�nden sich f•unf IREs [176]. In diesem Fall f•uhrt eine IRE-IRP-Bindung zu einer Erh •ohung

der mRNS-Stabilit •at. Exprimiert die Zelle gro�e Mengen an TfR f •uhrt dies zu einer erh•ohten

Eisenaufnahme.

F•ur die experimentelle Bestimmung, ob die ver•anderte Genexpression von beispielsweise Fer-

ritin oder TfR aus Unterschieden in der IRP-Bindekapazit•at stammt, wurde ein REMSA

durchgef•uhrt. F •ur die Bindung von IRP1 an IREs gilt: In Abwesenheit eines Fe/S-Zentrums

nimmt die RNS-Bindekapazit•at von IRP1 zu, w•ahrend sie in Anwesenheit eines Fe/S-Zentrums

in IRP1 gesenkt wird. Um in diesem Experiment zwischen IRP1 und IRP2 unterscheiden zu

k•onnen, wurde das Zell-Lysat mit einem anti-IRP2-Antik•orper inkubiert, so dass es zu ei-

nem Supershift von IRP2 kam. Nun konnte •uber eine Bindung an [� -32P]CTP-markiertes

IRE von Ferritin die Menge an gebundenem IRP1 bestimmt werden (siehe Abbildung 3.24

C). Eine Analyse mittels Phosphoimager zeigte, dass in Abwesenheit von Grx3 die Binde-

aktivit •at von IRP1 zunimmt. Eine maximale Bindekapazit•at lag nach Behandlung der Pro-

ben mit � -Mercaptoethanol vor. Der Koe�zient aus IRP1 in An- und Abwe senheit von � -

Mercaptoethanol ergibt die IRE-Bindekapazit•at von IRP1. IRP2 tr •agt kein Fe/S-Zentrum,

hat aber eine eisenabh•angige IRE-Bindekapazit•at. Zur Bestimmung der IRP2 Bindeaktivit •at

wurden die Zell-Lysate mit einem anti-IRP1-Antik •orper versehen, so dass es hier zum Supers-

hift von IRP1 kam und die Bindeaktivit •at von IRP2 untersucht werden konnte. F•ur IRP2

war keine Regulation der Bindekapazit•at in Abh •angigkeit von Grx3 detektierbar (siehe Abbil-
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dung 3.24 C). Die hier gezeigten Ergebnisse korrelieren mitden in Westernblots bestimmten
•Anderungen in der Expression von Ferritin und TfR.

Weiter wurde •uberpr•uft, ob durch eine Ver•anderung im Grx3-Level die Aktivit •at von Fe/S-

Zentren koordinierenden Proteinen ver•andert wird. Hierzu wurden die trans�zierten HeLa-

Zellen drei Tage nach der letzten Transfektion in einem digitoninhaltigen Pu�er lysiert und

l•osliche von membrangebundenen bzw. von membranumschlossenen Proteinen getrennt. Die

Qualit •at dieser Fraktionierung wurde anhand der Laktatdehydrogenaseaktivit•at in der mit

Mitochondrien angereicherten Fraktion (Pellet) und der Aktivit •at der zytosolischen Citrat-

synthase bestimmt. Eine Bestimmung der Enzymaktivit•aten ergab f•ur die Laktatdehydro-

genase einen Wert unter 10% in der Mitochondrien angereicherten Pelletfraktion (siehe Ab-

bildung 3.24 F) und f•ur die zytosolische Citratsynthase einen Wert, der unter 3%in der

zytosolischen Fraktion (siehe Abbildung 3.24 E) lag. Die Fraktionierungen wiesen bereits eine

sehr gute Qualit•at auf. Alle im folgenden bestimmten Enzymaktivit •aten wurden durch kolo-

rimetrische Tests bestimmt.

Nachfolgend wurde die Aktivit •at der zytosolischen Aconitase (IRP1) und der Laktatdehy-

drogenase bestimmt. IRP1 ist ein zytsolisches Fe/S-Markerprotein, das zweierlei Funktionen

hat. Erstens liegt es als Aconitase, einem Fe/S-Protein alsmitochondriales Protein vor, und

zweitens kann es als Protein ohne Fe/S-Zentrum (IRP1) im Zytosol vorliegen, an IREs binden

und hier•uber die Stabilit •at der mRNS ver•andern. Durch die Verwendung eines digitoninhalti-

gen Pu�ers konnte zwischen Aconitase und IRP1 unterschieden werden. Hierbei zeigte sich in

Abwesenheit von Grx3 eine Reduktion der Aconitaseaktivit•at auf etwa 64% der Kontrollakti-

vit •at (Abbildung 3.24 D). Als Kontrolle diente die Messung der Citratsynthase, einem Enzym,

das nach heutigem Kenntnisstand kein Fe/S-Zentrum koordiniert. In den hier durchgef•uhrten

Experimenten zeigte sich, dass die Aktivit•at der Citratsynthase und der Succinatdehydrogen-

ase unabh•angig vom Grx3-Level in der Zelle ist (Abbildung 3.24 E, G). Die Aktivit •at des

Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette wurde in Abwesenheit von Grx3 um 40 %

reduziert (Abbildung 3.24 H). Folglich deuteten die Messungen an, dass es bei einer Deple-

tion von Grx3 zu Defekten in der mitochondrialen Fe/S-Proteinaktivit •at in humanen Zellen

kommt (siehe Abbildung 3.24 D-H).

In einem weiteren Modellorganismus (Danio rerio ) zeigte ein Vergleich von Kontrollinjektion

und von der Injektion Grx3-spezi�scher Morpholinos 48 h.p.f. eine deutliche Reduktion des

H•am-Gehaltes nach o-Dianosid-F•arbung (siehe Abbildung 3.23). Hierdurch wird bei Deple-

tion von Grx3 die Aktivit •at des Komplex IV reduziert. Beim Komplex IV handelt es sich um

ein H•amprotein bestehend aus zwei H•am a und zwei Kupferzentren.

Um festzustellen, ob durch eine Depletion von Grx3 neben derbereits erw•ahnten Ver•anderung

in den Proteinleveln eisenabh•angiger Proteine bzw. in den •Anderungen von enzymatischen
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Abbildung 3.23: Ein
uss der Grx 3-

Expression auf die H •ambiosynthese.

D.rerio wurden entweder mit Grx3

oder Kontroll-Morpholinos injiziert.

o-Dianosid-F•arbung von D. rerio Em-

bryonen 48 Stunden h.p.f. (oben: lateral;

unten: dorsal). (D. rerio-Experimente

unter freundlicher Bereitstellung von

Lars Br •autigam, Karolinska Institutet,

Stockholm, Schweden.

Aktivit •aten auch die Aufnahme von Eisen bzw. die Lagerung von Eisen in der Zelle ver•andert

wurde, wurden HeLa-Zellen f•ur 4 Stunden bzw. 3 Tage mit Transferrin gekoppelten 55Fe

behandelt. Eine Analyse dieser Zellen mittels Szintillationsz•ahlung zeigten, dass es nach

dreit •agiger Inkubation mit 55Fe unter Standard Kultivierungsbedingungen zu einem Anstieg

in der Eisenaufnahme kam (siehe Abbildung 3.24 I).

Zusammengefasst deuten die hier gezeigten Ergebnisse einen Ein
uss von Grx3 auf das in-

trazellul •are Eisen-Tra�cking und die Detektion des Eisengehaltes, durch einen bisher noch

unbekannten Mechanismus, an.
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Abbildung 3.24: Ein
uss der Grx 3-Expression auf die Eisenhom •oostase. HeLa-Zellen

wurden dreimal in einem Abstand von drei Tagen mit Kontroll- bzw. Grx3-spezi�scher-siRNA

trans�ziert ( A bis I ). ( A und B ): Links: Westernblot nach Transfektion von HeLa-Zellen,

rechts: Quanti�zierung (n = 3). ( C): REMSA, links: IRP 1 und IRP2 Bindeaktivit •at, mittig:

IRP1 Bindeaktivit •at und rechts: IRP2 Bindeaktivit •at an IRE's. ( D bis H ) spezi�sche Enzy-

maktivit •aten nach di�erentieller Genexpression (n = 3). ( D , G, H ) wurden in jeder Fraktion

auf die Kontrollaktivit •at normiert. ( D ) spezi�sche Aconitaseaktivit•at, Pellet und Lysat wurden

auf die Citratsynthaseaktivit•at, die zytosolische Fraktion wurde auf die Laktatdehydrogenase-

aktivit •at normiert. Enzymaktivit •aten der: (E) Citratsynthase, (F) Laktatdehydrogenase. Die

(G) Succinatdehydrogenaseaktivit•at wurde auf auf die Citratsynthaseaktivit•at normiert und

(H ) zeigt die Komplex IV Aktivit •at.)
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Grx 3 koordiniert einen Kofaktor

Im Vorfeld dieser Arbeit konnten einige Grx'e als Fe/S-Zentren koordinierende Proteine be-

schrieben werden, die sich als gelblich-braunes Protein reinigen lie�en [91]. Im Rahmen dieser

Arbeit zeigte sich, dass Grx3 ebenfalls als gelblich-braunes Protein gereinigt werden konn-

te, wobei die F•arbung unter aeroben Bedingungen schnell verblasste. In weiteren Analysen

zeigten sich Analogien zwischen dem Fe/S-Zentrum von Grx3 und zuvor charakterisierten

Fe/S-Zentren, beispielsweise von humanem Grx2 [91], dithiol GrxC1 der Pappel [177] und

dem monothiol Grx von Synchocystis [178]. Im Falle von Grx2 zeigten biochemische Analy-

sen [22] und kristallographische Untersuchungen [179] einen Holokomplex, der zwischen zwei

apo-Grx2 ein Fe/S-Zentrum •uber die N-terminalen Cysteinreste und•uber zwei nicht-kovalent

gebundene GSH-Molek•ule koordinierte. Hierzu wurde das aktive Zentrum (C-S-Y-C) ben•otigt.

Zur Charakterisierung des Fe/S-Zentrums in Grx3 wurden anaerobe Reinigungen, Absorptions-

und M•o�bauer-Spektroskopie sowie Rekonstitutionsexperimente durchgef•uhrt. Die in dieser

Arbeit angefertigten Rekonstitutionen wurden mit einem System basierend auf IscS durch-

gef•uhrt, da dieses denin vivo Bedingungen •ahnlicher ist als eine chemische Rekonstitution.

In den Rekonstitutionen wurde Cystein als Schwefelquelle,Eisen(II) als Eisenquelle und DTT

als Reduktionsmittel zugegeben. Weiter wurden Pyridoxalphosphat und GSH dem System

beigef•ugt. Als Eisen•ubertr •ager wurde schlie�lich IscS zugegeben. Alles in allem best•atigten

die Experimente die Koordination von GSH-abh•angigen [2Fe-2S]-Zentren.

Im Gegensatz zu monothiol Grx'en aus Bakterien und Hefe enth•alt Vertebraten Grx3 zwei

monothiol Grx Dom•anen [71]. Versuche zur Quanti�zierung der Fe/S-Zentren zeigten, dass

zwei Eisen- und zwei Schwefelatome pro Monomer gebunden sind. Aus diesen Daten und

der Tatsache, dass Grx3 dimerisiert (siehe Abbildung 3.10)l•asst sich schlussfolgern, dass die

beiden Grx3-Molek•ule durch Koordination der Fe/S-Zentren dimerisieren. Im Dimer k•onnen

71
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die beiden Grx3-Molek•ule eine head-to-headbzw. eine head-to-tail Kon�guration aufweisen.

Zusammen mit einer Analyse von Deletionsmutanten (Trx, GrxA, GrxB, Trx-GrxA und

GrxA-GrxB) und der geometrischen •Ahnlichkeit zum Holo-Grx2-Komplex und zum Holo-

GrxC1-Komplex in P
anzen [177,179] scheint einehead-to-head-Kon�guration des Grx3 Di-

merkomplexes wahrscheinlicher zu sein. Ein hypothetisches Modell macht es wahrscheinlich,

dass die aktiven Zentren der beiden Grx-Dom•anen sich achsensymmetrisch gegen•uberstehen,

so dass sie in der Summe zwei Fe/S-Zentren zusammen mit zwei nicht-kovalent gebunde-

nen Molek•ulen GSH koordinieren. Die Trx-Dom•ane ist •uber eine Linker-Dom•ane, die •uber

hydrophobe und hydrophile Aminos•auren verf•ugt, mit den Grx-Dom •anen verbunden. Hier-

durch kann die Trx-Dom•ane in der vorgegebenen Struktur eine Vielzahl von Positionen zu

den Grx-Dom•anen einnehmen, wodurch Interaktionen mit dem umgebenden Milieu oder

Protein-Protein-Interaktionen erm •oglicht werden k•onnten (siehe Abbildung 4.1 und 3.12).

Eine spezi�sche Interaktion der Trx-Dom•ane mit PKC-Isoformen [94] oder eine Interaktion

Abbildung 4.1: Modell von dimeri-

siertem Grx 3. Hypothetisches Modell

des Grx3-Holokomplexes. Die Struktur der

Grx3-Dom•anen wurde basierend auf dem

pdb Eintrag 2wik (zweite Grx-Dom•ane von

Maus-Grx3) moduliert, die Trx-Dom •ane re-

pr•asentiert den Eintrag 2diy (Trx-Dom •ane

von humanem Grx3). Die Linker- 1-Region

stammt aus dem pdb-Eintrag3dxb (PUF60

an Trx fusioniert). Der Komplex aus Grx3

mit den Fe/S-Zentren wurde basierend auf

dem 2HT9 (humanes Grx2) modelliert. Im

Modell sind Linkerregionen und die Lage der

Trx-Dom •anen spekulativ.

der Grx-Dom•ane mit MLP [107] konnte bereits gezeigt werden. Bisher waren alle gezeigten

Aktivit •aten von Grx3 abh•angig von der Pr•asenz einer Grx-Dom•ane, obwohl Protein-Protein-

Interaktionen •uber die Trx-Dom•ane vermittelt wurden [94]. M•oglicherweise ist die Anwesen-

heit des Fe/S-Zentrums als Aktivit •atsregulator von Grx3 wichtig. Die Bildung des Holokom-

plexes •uber Fe/S-Zentren in den aktiven Zentren k•onnte die Protein-Protein-Interaktionen

der Grx-Dom•anen regulieren. Dar•uber hinaus besteht die M•oglichkeit, dass das Dimer selbst

Interaktionen mit verschiedenen Proteinen und Proteinkomplexen vermittelt. Es bleibt nach

wie vor zu kl•aren, ob beispielsweise die Holo- oder Apo-Form von Grx3 alsInhibitor von
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PKC-Isoformen aktiv ist [94].

Durch die Multidom •anenstruktur von Grx3 ist ein idealer Ausgangspunkt f•ur viele unter-

schiedliche Protein-Protein-Interaktionen bereitgestellt. So erm•oglicht die Trx-Faltung eine

Vielzahl an spezi�schen Interaktionen mit Substraten mit einer gro�en Variation an Ligan-

den in der Bindetasche inklusive des katalytischen Zentrums (normalerweise C-X-X-C) und

einem cis-Prolin-loop [8]. Die Trx-Dom•ane von humanem Grx3 verf•ugt allerdings nicht •uber

das f•ur eine Redoxaktivit•at essentielle dithiol Motif. Jedoch konnte bereits in fr•uheren Studien

gezeigt werden, dass die Trx-Faltung unabh•angig von jeglicher Redoxaktivit•at eine Plattform

f•ur zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen bereitstellt. Beispiele hierf•ur sind der Prozessi-

vit •atsfaktor der Bakteriophagen T7 DNS-Polymerase [180] und Aktivatoren von Enzymen,

die in den Chloroplasten lokalisiert sind [181]. Eine m•ogliche Funktion von Grx3 ist die

Regulation von Signaltransduktionskaskaden als Antwort auf ROS [104]. Diese Regulation

k•onnte durch Kon�gurations •anderungen von Grx3 als Antwort auf ROS reguliert werden.

In der Vergangenheit wurde Grx2 bereits als Redoxsensor postuliert [91]. Im Gegensatz zu

Grx3 weist das Fe/S-Zentrum des dithiol Grx, Grx2, eine deutlich erh•ohte Stabilit •at auf [91].

Nach Behandlung von Grx3 mit Ferricyanid oder GSNO war eine beschleunigte Dissoziati-

on des Fe/S-Zentrums detektierbar (siehe Abschnitt 3.1.5). Dies deutet darauf hin, dass die

Quart •arstruktur von Grx3 nach spezi�scher Redoxmodulation durch Ein-Elektron-Oxidation

oder RNS selber moduliert werden kann.

Obwohl in den vergangenen Jahren eine stetig steigende Anzahl von Fe/S-Kofaktoren in

Grx'en identi�ziert wurde [177,178,182,183], konnte f•ur Grx3 eine Fe/S-Koordination in vivo

gezeigt werden. Bisher war dies lediglich f•ur das dithiol Grx2 gelungen [91,184].

4.2 Lokalisation von Grx 3

Immunohistochemische Analysen sind eine anerkannte Methode zur Bestimmung von Prote-

inexpression und Proteinlokalisation in histologischen Gewebeschnitten. Vor der Diskussion

der immunohistochemischen Ergebnisse dieser Arbeit soll auf einige Probleme in der Aus-

wertung von immunohistochemischen F•arbungen hingewiesen werden. Ein qualitativ hoch-

wertiger Nachweis von Proteinen in Gewebsschnitten ben•otigt Antik •orper mit einer hohen

Sensitivit•at und Spezi�t •at. Um dies zu gew•ahrleisten, wurde in den durchgef•uhrten Experi-

menten ein a�nit •atsgereinigter Antik •orper verwendet, der zuvor in Westernblotanalysen und

in Blockexperimenten getestet wurde. In beiden Experimenten wiesen sie eine hohe Spezi-

�t •at f •ur die entsprechenden Antigene auf. Um zu zeigen, dass keineunspezi�schen F•arbungen

durch den Sekund•arantik •orper hervorgerufen werden, wurde f•ur jedes Organ eine Kontrolle
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ohne Prim•arantik •orper durchgef•uhrt. Mit Hilfe von Kontrollexperimenten k •onnen falschpo-

sitive F•arbungen ausgeschlossen werden. Weitere Probleme und Artefakte k•onnen durch Be-

arbeitung, Fixierung und Einbetten der Gewebe auftreten. Weiter ist die Pr•asentation eines

Antigens im Gewebe von entscheidender Bedeutung. Ergebnisse aus den F•arbungen liefern

deshalb nur Anhaltspunkte, k•onnen aber nicht als Beweis f•ur die Expression von Grx3 in den

entsprechenden Geweben gesehen werden. Konnte mittels Immunohistochemie kein Grx3 de-

tektiert werden, l •asst sich hieraus nicht die Abwesenheit des Proteins schlussfolgern, da evtl.

das Epitop des Antigens maskiert ist. Generell ist in immunohistologischen Schnitten keine

Quanti�zierung der Proteine m •oglich. Auch subzellul•are Lokalisationen sind nur ein Hinweis

und kein Beweis. F•ur eine genauere Analyse m•ussen weiterf•uhrende Experimente durchgef•uhrt

werden, beispielsweise k•onnte Grx3 mit einer Nukleotidexitsequenz versehen werden.

Ein gezieltes Ausschalten des Grx3-Gens resultierte in embryonaler Letalit •at zwischen E12; 5

und E14; 5 [109]. Dies ging mit einer Verminderung der K•orpergr•o�e und mit Blutungen im

Kopfbereich einher [109]. Eine histologische Untersuchung der Embryonen lies jedoch auf

keinerlei Defekte in der Organogenese schlie�en [109]. Neben der Involvierung in die Embryo-

nalentwicklung kann Grx3 auch Funktionen bei der Aktivieru ng von T-Zellen [94] und der

Hypertrophie des Herzens•ubernehmen [106]. Interessanterweise konnte im Rahmen dieser Ar-

beit gezeigt werden, dass Grx3 als einziges Protein der Trx-Superfamilie in den Germinativen

Zentren der Lymphknoten lokalisiert ist [159]. Dies ist eine wichtige Region f•ur die Reifung

und Aktivierung von B-Lymphozyten, einem Prozess der mit einer Interaktion von naiven

B-Zellen mit CXCR5+ follikularen T-Helferzellen einhergeht [185]. In der Milz konnte eine

starke Immunf•arbung von Grx3 um die Zentralateriole detektiert werden. Diese Region kann

als T-Zellzone identi�ziert werden, in der T-Zellen mit den dritischen Zellen und durchwan-

dernden B-Zellen interagieren k•onnen [186]. In der Literatur konnte gezeigt werden, dass eine

transiente •Uberexpression von Grx3 zu einer Aktivierung der c-Jun-N-terminalen Kinase und

der Transkriptionsfaktoren AP-1 und Nf- � B in stimulierten T-Zellen f •uhrt. Dies k•onnte ein

Hinweis f•ur eine Interaktion zwischen Grx3 und PKC-•ahnlichen Kinasen sein. [94]. Durch die

in dieser Arbeit durchgef•uhrten immunohistochemischen F•arbungen konnte gezeigt werden,

dass Grx3 in der Milz oder den Germinativen Zentren lokalisiert ist (siehe Abbildung 3.7

und 3.8).

In der Literatur wurde das humane Grx3 ausschlie�lich als zytosolisches Protein beschrie-

ben [94]. In den hier durchgef•uhrten immunologischen und immunozytochemischen F•arbungen

konnte Grx3 erstmals als zytosolisches und nukle•ares Protein beschrieben werden. In der

Mehrzahl der untersuchten Gewebe zeigte Grx3 eine Verteilung, die auf eine zytosolische und

nukle•are Lokalisation hindeutete. Eine nukle•are Lokalisation ist in der Substantia nigra, in

Pyramidalzellen des cerebralen Kortex, in Purkinjezellendes Cerebellums, im Plexus coro-
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ideus, in den Motoneuronen des R•uckenmarks, in Epithelzellen von Zunge und•Osophagus,

im Germinativen Zentrum der Lymphknoten, in runden Spermatiden, im Eifollikel und se-

kretorischen Zellen im proximalen Tubulus der Niere, in Kardiomyozyten und in Sebaceous-

Dr •usenzellen detektierbar. Immunozytochemische Experimente zeigten ebenfalls eine Kern-

lokalisation, w•ahrend der Pearson-Koe�zient (0; 44) eine Kolokalisation nur vermuten lies,

liefert der Manders-Koe�zient (M1 = 1, M2 = 0 ; 893) Informationen f•ur eine partielle Kolo-

kalisation von Grx3 mit einzelnen Bereichen im Zellkern. InKardiomyozyten deutete sich eine

nukle•are F•arbung an, die auf eine Funktion in der Herzphysiologie hindeuten k•onnte. Bisher

konnte in der Literatur eine nukle•are Lokalisation f•ur die Hefe-Homologe Grx3/4 gezeigt wer-

den [187,188]. Im Falle der Hefe wird Grx3/4 zwischen Kern und Zytosol transloziert, wobei es

im Kern zu einer Aktivierung von Aft1/2 kommt, wodurch die Tr anskription von Genen des

Eisenregulons gesteigert wird, wie beispielsweise zellul•are Ober
 •acheneisentransporter oder

Proteine zur Regulation des intrazellul•aren Eisengehaltes [189, 190]. Ebenfalls kann durch

das Aft1 oder Aft2 das intrazellul•are Eisenniveau bestimmt werden. F•ur diesen Prozess wird

neben Aft1/2 auch Fra1-Fra2 sowie das zytosolisch-nukle•are Grx3/4 ben•otigt. Unter Mithil-

fe von Aft oder Fra kann Grx3/4 bei einem ausreichend hohen Eisenniveau aus dem Kern

transloziert werden [137,138,191].

4.3 Proteine der Thioredoxinfamilie in Krankheitsprozess en

4.3.1 Grx 3 nimmt Ein
uss auf verschiedene Elemente des Zytoskeletts u nd

auf die Hypertrophie des Herzens

Mit einem der h•ochsten Sauersto�durchs•atze entsteht im Herzen eine gro�e Menge an ROS.

Folglich sind Proteine der Trx-Familie an vielen Herzerkrankungen wie beispielsweise Herz-

hypertrophie beteiligt [22, 192{198]. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine Trx1
•Uberexpression vor einer durch� -andrenerge Rezeptoren stimulierten Hypertrophie sch•utzt

[199], wohingegen eine•Uberexpression von Txnip oder einer dominant negativen Trx1 Mu-

tante die Entstehung von Hypertrophien f•orderte [200,201].

Auch f•ur Grx3 konnte in der Vergangenheit eine Schutzfunktion gegen•uber Hypertrophie be-

schrieben werden, die in dieser Arbeit bereits in Abschnitt1.1.3.1 behandelt wurde. Jedoch

ist bis heute unklar, wie dieser Schutzmechanismus auf molekularer Ebene funktioniert. Bis-

her konnten Signalwege identi�ziert werden, die Ein
uss auf die Hypertrophie des Herzens

nehmen und in die Proteine der Trx-Familie involviert sind. Hierbei handelt es sich um den:

Calcineurin/NFAT-, Ras/Raf/ERK- oder ASK-1/JNK/p38-Weg [22]. Insbesondere f•ur Grx3

konnte in der Literatur gezeigt werden, dass durch eine Bindung von Grx3 an MLP der Z-disc

PKC abh•angige Sto�wechselwege oder das NFAT-Signaling beein
usst werden. Im Rahmen
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dieser Arbeit konnte eine Expression von Grx3 im humanen Herzen mittels RT-PCR (siehe

Abbildung 3.6) oder im murinen Herzen mittels Immunozytochemie (siehe Abbildung 3.7 (24

und 25)) nachgewiesen werden, wodurch die Pr•asenz von Grx3 im Herz gezeigt wurde.

In der Literatur konnte ebenfalls eine Hypertrophie des Herzens mit dem Eisensto�wechsel

in Zusammenhang gebracht werden. Ein Beispiel hierf•ur ist Friedreich-Ataxie, eine autoso-

mal rezessive neurodegenerative bzw. kardiodegenerativeKrankheit, die durch Mutationen

im humanen Frataxin-Gen entsteht [202, 203]. Frataxin ist an der Fe/S-Biogenese beteiligt

und somit auch an der H•amsynthese. Weiter kann Frataxin eine Funktion als Eisenchape-

ron •ubernehmen und Fe2+ in eine biologisch verwertbare Form umwandeln. Folglich f•uhren

Defekte im Frataxin-Gen zu Defekten in der Fe/S-Biogenese bzw. der H•ambiosynthese. Im

Rahmen dieser Arbeit konnte in HeLa-Zellen gezeigt werden,dass Grx3 f•ur die Verteilung

von Fe/S-Zentren auf Zielproteine ben•otigt wird (siehe Abbildung 3.24). Genauso wie eine

Depletion von Grx3 zu einer Reduktion der H•am-Biosynthese f•uhrte. Weiter konnte in dieser

Dissertation gezeigt werden, dass die IRP1-Bindekapazit•at vom Grx3-Proteingehalt der Zelle

abh•angig ist. Es steht zu vermuten, dass Grx3 in die, in diesem Jahr publizierte Regulation

von IRP1 durch extramitochondriales Frataxin [204] involviert sein k•onnte, bzw. durch eine

ver•anderte Grx3-Expression vergleichbare Prozesse aktiviert werden. Schlie�lich konnte eine

zytoskeletale Umorganisation beobachtet werden. Hier konnte gezeigt werden, dass es sich

um E�ekte handelte, die auch nach Depletion von Grx3 in HeLa-Zellen detektierbar waren

(siehe Abbildung 3.24). Ferner konnte hier eine Beschleunigung der Zellmigration durch De-

pletion von Grx3 gezeigt werden. Wurde im Experiment jedochalle 24 Stunden das Medium

gewechselt, f•uhrte dies zu einer Aufhebung des E�ektes und die Zellen migrierten mit einer

vergleichbaren Geschwindigkeit, unabh•angig von ihrem Grx3-Proteinlevel (siehe Abbildung

3.20). Dies l•asst vermuten, dass ein unbekannter Faktor ins Medium sekretiert wird, der die

Migrationsgeschwindigkeit beein
usst (siehe Absatz 4.3.2). Ebenso waren Ver•anderungen in

der Organisation des Zytoskelettes in dieser Arbeit beobachtbar gewesen (siehe Absatz 3.2.2).

Werden die Daten aus der Literatur mit den Ergebnissen der hier durchgef•uhrten Microarra-

yanalyse zusammengefasst (siehe Abbildung 4.2), l•asst sich spekulieren, dass die von Jeong

und Koarbeitern beschriebene Funktion von Grx3 zum Schutz vor einer Hypertrophie aus

einer Ver•anderung in der Eisenregulation in Abh•angigkeit von der Grx3-Expression stammen

k•onnte [106,108].
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Abbildung 4.2: Modell: Zytoskelett und Hypertrophie. Hypothetisches

Modell zur Regulation von zytoskeletalen Prozessen und derHypertrophie

des Herzens. Proteine mit einer erh•ohten Expression (gr•un), Proteine mit

einer reduzierte Expression (rot) nach Depletion von Grx3.
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4.3.2 Grx 3 ist an in
ammatorischen Reaktionen beteiligt

Die Proteine der Trx-Familie sind ein Teil der Immunantwort . Sie k•onnen Funktionen als

Chemokine und Zytokine •ubernehmen. So werden sie beispielsweise in Monozyten oderin

Lymphozyten analog zu Interleukinen sekretiert [50]. Behandlungen von Monozyten mit Trx

f•uhrten zu einem markanten Anstieg in der Zytokinexpression(z.B. TNF- � ), wohingegen in

Fibrosarkomazellen die Expression von IL-6 deutlich erh•oht wurde. Der Mechanismus f•ur die

Trx-Sekretion ist noch nicht verstanden, dennoch scheint es eine Verbindung zwischen oxida-

tivem Stress und Entz•undungsreaktionen zu geben [5].

In Virusinfektionen nehmen Trx'e und Grx'e eine essentielle Rolle im Lebenszyklus vieler

Viren und Phagen ein [1, 205]. In den vergangenen Jahren konnte beispielsweise eine IL-2-

abh•angige Induktion des human-T-Zell-Lymphoma Virus-Typ 1 (HTLV-1) durch Trx gezeigt

werden [206]. Wohingegen durch Txnip ein IL-2-unabh•angiges Wachstum und ein Ein
uss in

der Progression in der Leuk•amogenese gezeigt werden konnte [207, 208]. Grx1 wurde in und

auf der Ober
 •ache von HI-Viren identi�ziert, beein
usst die Aktivit •at von Proteasenin vitro

und reguliert vermutlich die Proteaseaktivit •at in in�zierten Zellen [209].

Eine Beteiligung von Grx3 in in
ammatorischen Prozessen deutete sich bereits in der Lo-

kalisationsanalyse von Grx3 in verschiedenen Mausorganenan (siehe Abbildung 3.7). So ist

Grx3 in allen wichtigen Barrieren des Immunsystems exprimiert. Grx3 wird beispielsweise

in der Haut, in Bereichen der T-Zellmigration in der Milz oder im Verdauungssystem ex-

primiert. Ebenfalls konnte durch die Ergebnisse der Microarrayanalyse gezeigt werden, dass

Grx3 Ein
uss auf in
ammatorische Prozesse nehmen kann. So f•uhrte eine Depletion von Grx3

zu Ver•anderungen in Genen, die f•ur die Zytoskelettorganisation verantwortlich sind, wie in

Abbildung 3.19 gezeigt. Desweiteren konnte eine di�erentielle Genexpression f•ur (DUSP4),

DUSP6 und ICAM1 in der Microarrayanalyse nachgewiesen werden. Diese Ver•anderungen

f•uhren zu Unterschieden in der Zytokinfreisetzung, der Apoptose, der Migration und der Dif-

ferentiation (siehe Abbildung 4.3). In der Literatur konnt e beispielsweise gezeigt werden,

dass ICAM1 die Migration in den humanen Brustkrebszellen MDA-MB-468 beg•unstigt [210].

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den im Rahmen dieser Arbeit durchgef•uhrten Mi-

grationsanalysen (siehe Abbildung 3.20). In der Zelle ist ICAM1 ein Protein, das f•ur die

Anheftung von Leukozyten ans Endothel eine wichtige Rolle spielt. Bei der Entstehung von

Entz•undungsreaktionen interagieren Leukozyten zun•achst mit dem Endothel, um es sp•ater

durchwandern zu k•onnen [211]. Dies ist ein PKC abh•angiger Prozess. In entz•undlichen Prozes-

sen kommt es zu einer Steigerung der ICAM1 Expression, die wiederum zu einer Aktivierung

von Leukozyten f•uhrt, wodurch es zu einer Zirkulation von Liganden durch das Endothel

kommt. Werden Zellen H•am ausgesetzt, kommt es ebenfalls zu einer gesteigerten Expression
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Abbildung 4.3: Modell: Entz •undungsmodell. Hypothetisches Modell zur

Regulation von Genen der in
ammatorischen Antwort. Proteine mit einer

erh•ohten Expression (gr•un), Proteine mit einer reduzierte Expression (rot)

nach Depletion von Grx3.

von ICAM1 oder VCAM-1 und E-Selektin, auf der Ober
 •ache von Endothelen. So k•onnen

diese spezi�sch mit Liganden passierender Leukozyten interagieren, wodurch beipielsweise die

Rekrutierung oder die Anheftung von hematopoetischen Zellen gef•ordert wird [212{215]. Da

in der durchgef•uhrten Microarrayanalyse gezeigt werden konnte, dass bei einer Depletion von

Grx3 unter anderem das ICAM1-Niveau reduziert wurde, kann Grx3 in Zusammenhang mit

der Aktivierung von Leukozyten gesehen werden. Dies steht in Einklang mit der bereits pu-

blizierten Involvierung von Grx3 in die Aktivierung von T-Z ellen [94].

Ebenfalls konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dassdie HO-1, ein potenter Inducer
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von ICAM1 ist, der durch H •am induziert wird [216]. Tats•achlich konnte im Rahmen dieser

Dissertation gezeigt werden, dass eine Depletion von Grx3 zu einer Reduktion des H•am-

Niveaus in D. rerio f•uhrte (siehe Abbildung 3.23) und das eine Depletion von Grx3zu einer

Aktivierung der HO-1-Expression f•uhrte. Fasst man diese Ergebnisse mit den Ein
uss von

Grx3 auf das Migrationsverhalten der Zelle zusammen, so l•asst sich eine Funktion von Grx3 in

der Beweglichkeit von Immunzellen sowie in der gezielten Expression von Adhesionsproteinen

in Entz •undungsprozessen folgern. Durch die Involvierung von DUSPin MAPK-Signalwegen,

kann ihnen eine Funktion in der Vermittlung der in
ammatori schen Antwort zugesprochen

werden [217]. Durch die Abh•angigkeit der Genexpression von DUSP4 und DUSP6 von der

Grx3-Expression (siehe Tabelle 3.2), scheint Grx3 ebenfalls in die Regulation von MAPK-

Signalwege involviert zu sein.

Abbildung 4.4: E�ekte der H •amoxygenase- 1 auf die Zelle.

Sch•utzende Funktion der H•amoxygenase auf die Zelle (modi�ziert nach

[218]).

In der hier durchgef•uhrten Microarrayanalyse zeigte sich, dass auch Grx3 das Expressionslevel

von Proteinen der in
ammatorischen Antwort beein
ussen kann. So ergab sich beispielsweise

bei einer Reduktion des Grx3-Proteinlevels eine Induktionin der HO-1-Expression. Hierdurch

k•onnte die in der Literatur beschriebene Regulation in
ammatorischer Prozesse, die•uber die
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HO-1 reguliert sind indirekt beein
ussen. So f•uhrt beispielsweise eine Blockade der HO-1 zu

einem Anstieg in Entz•undungsreaktionen [219]. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die

HO-1 in entz•undlichen Prozessen hochreguliert wird. Bei dieser Induktion kommt es ebenfalls

zu einem Anstieg in der H•am-Konzentration in der Milz oder in der Leber [220]. Folglich

kann H•am eine proin
ammatorische Funktion zugesprochen werden.Zusammengefasst l•asst

sich sagen, dass H•am in
ammatorische Gene aktiviert, w •ahrend die HO-1 proin
ammatori-

sche Prozesse eher mildert. Der Schutz der Zelle durch die HO-1 ist in Abbildung 4.4 gezeigt.

Aus den bisherigen Daten l•asst sich eine•uberwiegend anti-in
ammatorische Funktion von

Grx3 schlussfolgern (siehe Abbildung 4.3). Allerdings l•asst sich die M•oglichkeit einer pro-

in
ammatorischen Funktion zum jetzigen Zeitpunkt noch nic ht vollst •andig ausschlie�en. F•ur

eine endg•ultige Bestimmung der Funktion von Grx3 in in
ammatorische n Prozessen bedarf

es folglich noch weiterer Experimente. Denkbar w•aren Versuche in denen beispielsweise das

Verhalten von isolierten T-Zellen in Bezug auf die Expression von Grx3 beispielsweise auf das

Migrationsverhalten oder auf die Aktivit •at von Proteinen mit bekannter Funktion hin.

4.3.3 Grx 3 ist an der Verteilung von Fe/S-Zentren im Zytosol beteiligt

In der Vergangenheit war es unklar, wie Eisen aus dem zytosolischen
"
freien

"
Eisenpool

der Zelle zu den eisenbindenden Proteinen oder in eisenabh•angige Sto�wechselwege gelangt.

In der hier durchgef•uhrten Studie konnte f•ur zytosolisch und nukle•ar exprimiertes humanes

Grx3 gezeigt werden, dass es eine entscheidende Funktion imTransport von Eisen durch die

Zelle einnimmt. Da f•ur S. cerevisiae gezeigt werden konnte, dass diese Funktion durch das

GSH-abh•angige Fe/S-Zentrum vermittelt wird, liegt es nahe, dass diese Funktion in humanen

Zellen ebenfalls•uber die beiden Fe/S-Zentren vermittelt werden k•onnte.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgef•uhrten Experimenten zeigte sich, dass nach ei-

ner Transfektion mit Grx3(TS1)-spezi�scher siRNA eine Situation analog zu einer Situation,

wie sie unter Eisenmangel herrscht, vorliegt. So kommt es beispielsweise zu einer Destabili-

sierung eisenabh•angiger Proteine, wie beispielsweise Fe/S-Proteine, Transkriptionsfaktoren,

Di-Eisenproteine oder einer Reduktion im H•am-Gehalt. Aus den vorliegenden Ergebnissen

l•asst sich keine direkte Involvierung von Grx3 in die Verteilung von Fe/S-Zentren vermuten.

Eine •Ubergabe von Eisen an Komponenten der ISC-Maschinerie oderzytosolische Chapero-

ne (z.B. PCBP1), die an der Synthese von extramitochondriale Fe-Proteinen beteiligt sind,

ist wahrscheinlicher. Weiter zeigte sich, dass die prim•are Funktion von vertebraten Grx3 im

Zytosol liegt. In Aktivit •atsassays•anderten mitochondriale Proteine wie die Aconitase oder

die Succinat-Dehydrogenase ihre Aktivit•at nicht. Daher scheint Grx3 mitochondriale Fe/S-

Proteine bzw. mitochondriale Prozesse nicht zu beein
ussen. Dennoch kam es zu einer Ab-
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nahme der Proteinlevel von GPAT oder IRP1, zwei zytosolischen Fe/S-Proteinen. Dies ist

ein Indikator f •ur einen Defekt in der Koordination von Fe/S-Zentren in GPAT . Hieraus l•asst

sich eine eher direkte Funktion von Grx3 auf extramitochondrielle Fe/S-Proteine vermuten

und unspezi�sche Defekte in der Fe/S-Zentren-Biosyntheseausschlie�en. Folglich muss Grx3

an der Koordination von Fe/S-Zentren in GPAT beteiligt sein . Weiter zeigt das zytosolische

Abbildung 4.5: Modell: Regulation ei-

senabh•angiger Proteine in Abwesenheit

von Grx 3. Hypothetisches Modell zur Regula-

tion eisenabh•angiger Proteine nach Depletion

von Grx3. Proteine mit einer erh•ohten Ex-

pression (gr•un), Proteine mit einer reduzierten

Expression (rot).

IRP1 ein vermindertes Proteinlevel und eine Reduktion in der Aktivit •at, w•ahrend die Bin-

dekapazit•at von IRP1 an IREs in Abwesenheit von Grx3 zunimmt. Diese E�ekte k•onnten

alle darin begr•undet sein, dass apo-IRP1 in Abwesenheit eines Fe/S-Zentrums instabiler ist.

Durch die Ver•anderungen in der IRE-Bindekapazit•at kommt es zu einem Eingri� in die Ei-

senhom•oostase, da IRP1 an IREs von Ferritin und TfR bindet. Eine Bindung der IREs am

3'-Ende der mRNS verhindert die Translation der mRNS. Folglich kommt es zu einer Reduk-

tion des Ferritinlevels. Eine Bindung von IRP1 an die IREs in der mRNS des TfR stabilisiert

die mRNS und somit wird mehr Eisen transportiert. Durch die erw•ahnten •Anderungen von

Ferritin und dem TfR wird die generelle Funktion der Fe/S-Zentren Biosynthese im Eisenme-

tabolismus verdeutlicht. Ebenfalls ist aus diesen Ergebnissen ersichtlich, dass eine Reduktion

des Grx3-Proteinlevels eine Situation, wie sie unter Eisenmangel vorliegt, simuliert (siehe Ab-

bildung 4.5).

Da bei den durchgef•uhrten Transfektionen mit nur einer Grx3-spezi�schen siRNA gearbeitet

wurde, k•onnte argumentiert werden, dass es sich bei den gezeigten Ergebnissen um Artefakte

handelt. Dieses Argument kann jedoch bei einer genaueren Betrachtung der durchgef•uhrten

Microarray-Analyse entkr•aftet werden, da hier keine unspezi�schen Interferon-Antworten er-

kennbar waren. Ein weiterer Hinweis, dass es sich in den gezeigten Ergebnissen nicht um

Artefakte handelt, stammt aus den Experimenten, die in D. rerio durchgef•uhrt wurden. Die
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hier deutlich erkennbaren Defekte in der H•amoglobinsynthese und damit in der H•amsynthese,

entstanden nach einer Reduktion des Grx3-Levels nach Injektion von Grx3-spezi�schen Mor-

pholinos. Au�erdem konnte in S.cerevisiaegezeigt werden, dass Grx3/4 an einem spezi�schen

intrazellul •aren Eisentransport vom zytosolischen
"
freien\ Eisenpool zu den eisenbindenden

Proteinen oder eisenabh•angigen Sto�wechselwegen beteiligt ist [172]. Da die hier erzielten

Ergebnisse in unabh•angigen Experimenten in Organismen verschiedener Speziesbest•atigt

werden konnten, liegt es nahe, dass es sich bei den hier gezeigten Ergebnissen nicht um Arte-

fakte der Transfektion von siRNA handeln kann.

Zusammenfassend l•asst sich aus diesen Ergebnissen schlussfolgern, dass eineReduktion des

Grx3-Proteinlevels ging in der Zelle in fast allen eisenabh•angigen Prozessen, inklusive der

H•ambiosynthese und der zytosolischen Fe/S-Biosynthese, zuDefekten f•uhrt. Hingegen scheint

die Fe/S-Biosynthese in den Mitochondrien nahezu unabh•angig vom Grx3-Level in der Zelle zu

sein. Eine Reduktion des Grx3-Proteinlevels mit einer Reduktion in der Aktivit •atsabnahme

des Komplexes IV einherging. Versuche mitD. rerio zeigten, dass eine Reduktion Grx3-

Proteinlevel in einer deutlichen Reduktion des H•amgehaltes resultierten (siehe Abbildung 3.24).

Hieraus l•asst sichin vivo eine physiologische Funktion von Grx3 als Eisensensor und im Eisen-

Tra�cking herleiten. Vermutlich werden f•ur diese Funktionen die Fe/S-Zentren ben•otigt.

4.3.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte die Koordination von 2 [2Fe-2S]-Zentrenin vitro und in

vivo f•ur humanes Grx3 gezeigt werden. Durch den Einsatz von optischen verfehren, z. B.

der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, k•onnte eine M•oglichkeit bestehen, Fe/S-Zentren

bzw. die Dimerisierung mit einem besseren Signal- zu Hintergrundverh•altnis zu detektie-

ren, so dass die Fe/S-Zentrenin vivo quanti�ziert werden k •onnen. Mit diesen Methoden

k•onnte gekl•art werden, wann und unter welchen Bedingungen Grx3 Fe/S-Zentren koordi-

niert. Denkbar w•aren hier konfokale Aufnahmen im Rahmen von FRET oder Split-GFP-

Experimenten. Weiter k•onnte •uberpr•uft werden, ob und unter welchen Bedingungen potenti-

elle Interaktionspartner mit Grx3 •uber das Fe/S-Zentrum interagieren. Hierzu k•onnten bei-

spielsweise Co-Immunopr•azipitationen nach Behandlung mit den entsprechenden Reagenti-

en durchgef•uhrt werden. Strukturuntersuchungen, z. B. durch Kristall ographie oder NMR-

Spektroskopie, k•onnten den Mechanismus bzw. den Vorteil in der Koordinationvon 2 [2Fe-

2S]-Zentren von Grx3 kl•aren.

In vivo konnte humanes Grx3 als zytosolisches und nukle•ares Protein identi�ziert werden.

Derzeit ist der Mechanismus der Translokation von Grx3 in den Kern noch unklar, da Grx3

•uber keine entsprechende Signalsequenz verf•ugt. Durch Bestimmung der Lokalisation von

Grx3 oder der Etablierung verschiedener Grx3-Deletionsmutanten k•onnte der Mechanismus
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der Translokalisation gekl•art werden, falls Grx3 aktiv in den Kern oder heraus transportiert

wird. Ebenfalls k•onnte versucht werden die Funktion von Grx3 zu kl•aren, indem es mit einer

NES versehen wird.

In den durchgef•uhrten Versuchsreihen wiesen HeLa-Zellen mit einer verminderten Grx3-

Expression eine erh•ohte Migrationsgeschwindigkeit auf. Die erhaltenen Ergebnisse deuteten

auf die Sekretion eines bis dato noch unbekannten Faktors X an, der zu der Beschleunigung

der Migration f •uhrt. Zellexperimente mit T-Zellen k •onnten zeigen, ob es beispielsweise zu ei-

ner Ver•anderung der Grx3-Expression oder•Anderungen im Migrartionsverhalten der T-Zellen

nach Stimulation der T-Zellen kommt.

Weiter k•onnte durch eine gezielte Analyse der Kulturmedien von WT-Zellen und Zellen mit

verminderter Grx3-Expression der sekretierte Faktor X identi�ziert werden.

In der B•ackerhefe konnte gezeigt werden, dass Grx3 an der Verteilung von Eisen und damit

vermutlich indirekt an der Verteilung von Fe/S-Zentren bet eiligt ist. Nachdem im Rahmen

dieser Arbeit diese Ergebnisse in ersten Versuchen best•atigt werden konnten, sollten die Er-

kenntnisse nun auf das ModellsystemDanio rerio erweitert werden, da die im Rahmen dieser

Dissertation erzielten Resultate an einem unabh•angigen System, welches dem humanen Sy-

stem •ahnlicher ist, veri�zeirt werden k •onnten. Ferner k•onnte durch enzymatische Tests der

Ein
uss von Grx3 auf die H•ambiosynthese untersucht werden.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass Grx3 in zahlreiche biologische

Prozesse in der Zelle involviert ist. Derzeit r•uckt die Entdeckung der Regulationsmechanis-

men von Grx3-abh•angigen Prozessen in den Mittelpunkt neuerer Untersuchungen.
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Anhang

Tabelle 1: Di�erentielle Genexpression nach Reduktion des

Grx3-Levels: Bezug auf alle Gene zwischen �pos von 0; 54

und �neg von � 0; 5.

Microarray: Zytoskelett

Abk •urzung Name GenID •Anderung

(log 2)

HPD 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 3242 3; 53

TMEM16B Transmembrane protein 16B 57101 2; 62

MXRA5 matrix-remodelling associated 5 25878 2; 55

MYL9 Myosin, light chain 9, regulatory 10398 2; 5

KRT17 Keratin17 3872 2; 48

HMOX1 Heme oxygenase 1 3162 2; 43

MYLK3 Myosin light chain kinase 3 91807 2; 35

CD24 CD24 Molek•ul 1001339412; 33

CRLF1 Cytokine receptor-like factor1 9244 2; 3

WFDC1 WAP four-disul�de core domain 1 58189 2; 27

KRT80 Kreatin 80 14459 2; 22

CRABP2 Cellular retinoic acid binding protein 2 1382 2; 2

ACTC1 Actin, alpha, cardiac muscle 1 70 2; 17

SNCA Synuclein, alpha 6622 2; 15

THBS1 Thrombosporin 1 7057 2; 1

C5AR1 complement componment 5a receptor 1 728 2; 08

MPPED2 Metallophosphoesterase domain containing 2 744 2; 05

CFL2 Co�llin 2 1073 2; 03

CES3 Carboxylesterase3 23491 2:02

GPR1 G protein-coupled receptor 1 2825 2; 01
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ANKRD1 Ankyrin repeat domain 1 27063 2

ANXA3 Annexin A3 301 2

DDR2 discoidin domain receptor tyrosine kinase2 4921 1; 99

KAL1 Kallmann syndrome 1 sequence 3730 1; 99

PPP2R2B protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory

subunit B beta isoform

5521 1; 98

CYP24A1 cytochrome P450, family 24, subfamily A, po-

lypeptide 1

1591 1; 98

EEF1A2 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha

2

1917 1; 96

MATN2 matrilin2 4147 1; 95

TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 7078 1; 95

COL15A1 collagen, type XV, alpha 1 1306 1; 95

PDGFRL platelet-derived growth factor receptor-like 5157 1; 95

CYR61 cysteine-rich, angionic inducer 61 3491 1; 93

FOSB FBJ murine osteosarcoma vial oncogene homo-

log B

2354 1; 93

PDGFRB Platelet-derived growth factor receptor beta po-

lypeptide

5159 1; 93

EPGN epithelial mitogen homolog 255324 1; 93

FBN2 Fibrillin 2 2201 1; 92

FOS v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene

homolog

2353 1; 92

SYNC1 Syncoilin, intermediate �lament 1 81493 1; 91

SCN9A sodium channel, voltage-gated, type IX, alpha

subunit

6335 1; 9

LPHN1 LPHN1 22859 1; 88

CRB1 crumbs homolog1 23418 1; 87

HSPG2 Heparan sulfate proteoglycan 2 3339 1; 87

LAMB2 laminin, beta 2 3913 1; 87

MSLN Mesothelin 10232 1; 87

SESN3 Sestrin3 143686 1; 84

CCDC80 coiled-coil domain containing80 151887 1; 84

TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 7077 1; 84
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TGFBI transforming growth factor, beta-induced,

68kDa

7045 1; 83

TRIM45 triarlite motif-containing 45 80263 1; 82

CXXC5 CXXC �nger 5 51523 1; 82

AHSA2 AHA1, activator of heat shock 90kDa protein

ATPase homolog 2

130872 1; 82

CYP1B1 cytochrome P450, family 1, subfamily B, poly-

peptide 1

1545 1; 82

ITGA1 Integrin A1 3672 1; 82

SERPINE1 serpin peptidase inhibitor, clade E 5054 1; 82

SORBS2 sorbin and SH3 domain containing 2 8470 1; 81

HHIPL2 HHIP-like2 79802 1; 8

CRIP2 cystein-rich protein 2 1397 1; 8

FADS3 Fatty acid desaturase 3 3995 1; 79

JUB jub, ajuba homolog (Xenopus laevis) 84962 1; 79

NPY1R neuropeptide Y receptor Y1 4886 1; 79

WISP2 WNT1 inducible signaling pathway protein 2 8839 1; 79

CAV1 Caveolin 1 Caveolae protein 857 1; 78

SDC2 Syndecan� 2 6383 1; 77

NPR1 natriuretic peptide receptor A/guanylate cycla-

se A

4881 1; 77

PDGFA platelet-derived growth factor alpha polypepti-

de

5154 1; 77

KIF13A Kinesin family member 13A 63971 1; 76

IL18 interleukin18 3606 1; 75

USH1C Usher syndrome 1C 10083 1; 75

CCNL2 cyclin L2 81669 1; 75

SNORD34 small nucleolar RNA, C/D box34 26817 1; 74

TPM2 Tropomyosin 2 7169 1; 74

RPL13A ribosomal protein L13a 23521 1; 72

JOSD3 Josephin domain containing 3 79101 1; 69

SYNPO synaptopodin 11346 1; 69

BMP1 bone morphogenetic protein 1 649 1; 68

FAM38A family with sequence similarity 38, member A 9780 1; 66
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NPR3 natriuretic peptide receptor C/guanylate cycla-

se C

4883 1; 66

CLTCL1 clathrin, heavy chain-like 1 8218 1; 64

ALDOC aldolase C, fructose-biphosphate 230 0; 62

LMO7 LIM domain 7 4008 0; 62

SLPI secretory leukocyte peptidase inhibitor 6590 0; 61

NT5E 5'-nucleotidase, ecto 4907 0; 61

HIG2 Hypoxia-inducible protein 2 29923 0; 61

LIPG lipase, endothelial 9388 0; 61

UHMK1 U2AF homology motif (UHM) kinase 1 127933 0; 61

AHCYL2 S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 2 23382 0; 61

PHLDA1 pleckstrin homology-like domain, family A,

member1

22822 0; 61

TNIP1 TNFAIP3 interacting protein 1 10318 0; 61

DOCK7 dedicator of cytokinesis 7 85440 0; 6

PLEK2 Plekstrin 2 26499 0; 6

HK2 hexokinase2 3099 0; 6

DCBLD2 Discoidin, CUB and LCCL domain containing

2

131566 0; 59

TFPI2 tissue factor pathway inhibitor 2 7980 0; 59

CTSS cathepsin S 1520 0; 59

BCAR3 breast cancer anti-estrogen resistance 3 8412 0; 59

CA12 carbonic anhydrase XII 771 0; 59

GPRC5A G protein-coupled receptor, family C, group 5,

member A

9052 0; 59

TYMP thymidine phosphorylase 1890 0; 59

CXCR4 chemokine (C-X-C) motif receptor 4 7852 0; 58

UPRT uracil phosphoribosyltransferase (FUR1) ho-

molog (S. cerevisiae)

139596 0; 58

FERMT1 Fermitin family homolog 1 (Drosophila) 55612 0; 58

VWA5A von Willebrand factor A domain containing 5A 4013 0; 58

ETS1 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene

homolog1

2113 0; 58

SLC1A1 solute carrier family1 6505 0; 58
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ETV4 ets variant gene 4 2118 0; 58

IL4R Interleukin 4 Rezeptor 3566 0; 58

IRX3 iroquois homeobox 3 79191 0; 58

PPFIBP1 PTPRF interacting protein, binding protein 1 8496 0; 58

SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9 6662 0; 58

NDUFS2 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S prote-

in

4720 0; 58

PDK1 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1 5163 0; 58

IRAK2 interleukin-1 receptor-associated kinase 2 3656 0; 57

MAFF v-maf musculoaponeurotic �brosarcoma onco-

gene homolog F (avian)

23764 0; 57

SLC7A2 solute carrier family 7 6542 0; 57

ETV1 ets varient gene 1 2115 0; 57

STK38L Serin/threonin Kinase 38 like 23012 0; 57

DOCK4 dedicator of cytokinesis 4 9732 0; 57

VEGFC vascular endothelial growth factor c 7424 0; 57

TMOD1 tropomodulin 1 7111 0; 57

IER3 immediate early response 3 8870 0; 57

AKR1C2 aldo-keto reductase family 1, member C2 1646 0; 57

DUSP6 dual speci�city phosphatase 6 1848 0; 56

CCNG2 cyclin G2 901 0; 56

GLRX glutaredoxin 2745 0; 56

FGD4 FYVE, RhoGEF and PH domain containing 4 121512 0; 56

FOXL1 forkead box L1 2300 0; 56

ICAM1 intracellular adhesion molecule 1 3383 0; 56

SQRDL sul�de quinone reductase-like 58472 0; 56

MPZL2 Myelin protein zero-like 2 10205 0; 56

SEMA4B sema domain, immunoglobulin 4B 10509 0; 56

LRRC8C leucine rich repeat containing 8 family, member

C

84230 0; 55

FOXD1 forkhead box D1 2297 0; 55

C3 complement component 3 718 0; 53

RDHE2 epidermal retinal dehydrogenase 2 195814 0; 55
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RELB v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homo-

log B

5971 0; 55

SDC4 Syndecan� 4 6385 0; 55

ZNF395 zinc �nger protein 395 55893 0; 55

ANXA10 annexin A10 11199 0; 54

DUSP4 dual speci�city phosphatase 4 1846 0; 54

NXPH4 neurexophilin 4 11247 0; 54

PRDM1 PR domain containing 1, with ZNF domain 639 0; 54

MYEOV myeloma overexpressed gene 26579 0; 54

HBEGF heparin-binding EGF-like growth factor 1839 0; 53

TRPV3 transient receptor potential cation channel, sub-

family V, member 3

162514 0; 52

SPRY1 sprouty homolog 1, antagonist of FGF signaling 10252 0; 52

MXI1 MAX interactor 1 4601 0; 52

ADM adrenomedullin 133 0; 52

FST folistatin 10468 0; 52

SLC16A6 solute carrier family 16, member 6 9120 0; 51

ITGB4 Integrin beta 4 3691 0; 51

PKIA protein kinase (cAMP-dependent, catalytic) in-

hibitor alpha

5569 0; 51

PLAT plasminogen activator, tissue 5327 0; 51

AKR1C1 aldo-keto reductase family 1, member C1 1645 0; 51

ANGPTL4 angiopoietin-like 4 51129 0; 51

MAOB monoamine oxidase B 4129 0; 51

BIRC3 baculoviral IAP repeat containing 3 330 0; 5

INSIG2 insulin induced gene 2 51141 0; 49

KLF5 Kruppel-like factor 5 688 0; 49

ENO2 enolase 2 2026 0; 49

ADFP adipose di�erentiation-related protein 123 0; 48

RASD1 RAS, dexamethasome-induced 1 51655 0; 48

CDCP1 CUB domain containing protein 1 64866 0; 48

STC1 stanniocalcin 1 6781 0; 48

KIAA1199 KIA1199 57214 0; 47

CLEC2B C-type lectin domain family 2, member B 9976 0; 46
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IFGBP1 insulin-like growth factor binding protein 1 16006 0; 45

EGLN3 egl nine homolog 3 112399 0; 45

ITGA2 Integrin alpha 2 3673 0; 43

IL8 Interleukin 8 3576 0; 42

Fos v-fos FBJ murine osteosarcom viral oncogene

homolog

2353 0; 42

TMEM158 transmembrane protein 158 25907 0; 41

CA9 carbonic anhydrase IX 768 0; 4

ERRFI1 ERBB receptor feedback inhibitor 1 54206 0; 39

IGFBP3 insulin-like groeth factor binding protein 3 3486 0; 39

NDRG1 N-myc downstream regulated gene 1 10397 0; 27

Grx3 Glutaredoxin 3 10539 0; 15


