Uberblick

Die essentielle Funktion der Mitochondrien

bei der Biogenese von Eisen-Schwefel-Proteinen

Roland Lill, Institut fiir Zytobiologie und Zytopathologie, Philipps-Universitit Marburg

Eisen-Schwefel(Fe/S)-Proteine wurden vor
etwa 40 Jahren entdeckt und besitzen
zentrale Funktionen beim Elektronen-
transport, bei der Katalyse biochemischer
Reaktionen und bei regulatorischen
Vorgdngen. Erst vor vier Jahren wurde
jedoch klar, dass die Biosynthese eines
Fe/S-Cofaktors und dessen Einbau in ein
Apoprotein nicht spontan, sondern in
einem katalysierten Prozess erfolgt.

In Eukaryonten werden Fe/S-Cluster
durch die ISC(,iron sulfur cluster”)-
Assemblierungsmaschinerie in den
Mitochondrien synthetisiert und in
mitochondriale Apoproteine eingebaut.
Auch Fe/S-Proteine im Cytosol benétigen
die Funktion dieser Maschinerie sowie
Komponenten einer noch wenig
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charakterisierten ,,ISC-Exportmaschinerie”.

Mutationen in einigen der ISC-
Komponenten fiihren zum Tod der Zelle
und erkldren damit, warum Mitochondrien
essentielle Organellen sind. Beim
Menschen haben Stérungen in der
Biosynthese von Fe/S-Proteinen
neurodegenerative Erkrankungen (z.B.
Friedreichs Ataxie) zur Folge.
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Abb. 1: Die zentrale Rolle der Mitochondrien bei der Biosynthese von Fe/S-Proteinen in Eukaryonten.
Fe/S-Cluster werden aus Eisen- und Sulfidionen in den Mitochondrien durch die ISC-Assemblierungs-
maschinerie synthetisiert und in mitochondriale Fe/S-Apoproteine eingebaut (rote Pfeile).

Diese Maschinerie ist im Zusammenspiel mit der ISC-

Exportmaschinerie auch an der Reifung von

Fe/S-Proteinen auferhalb des Mitochondriums beteiligt (blaue Pfeile). Die ISC-Exportmaschinerie wird
ausschlieBlich fiir die Reifung extra-mitochondrialer Fe/S-Proteine benétigt.

Einleitung

» Mitochondrien werden oft als ,Kraftwer-
ke der Zelle* bezeichnet, da ihre bekanntes-
te biochemische Funktion die Gewinnung
von Energie in Form von ATP durch die oxi-
dative Phosphorylierung ist. Diese und an-
dere Funktionen dieser Zellorganellen wie
der Citratzyklus, die B-Oxidation von
Fettsiuren und die Biosynthese verschie-
dener Metabolite sind auf molekularer Ebe-
ne bereits gut verstanden, sodass man glaub-
te, die Funktionen des Mitochondriums
weitgehend zu kennen (7@b. 7). Vor kurzem
wurden jedoch mit der Beteiligung der Mi-
tochondrien an der Apoptose (programmier-

ter Zelltod) und der zentralen Aufgabe der
Mitochondrien bei der Biosynthese von zel-
luliren Eisen-Schwefel(Fe/S)-Proteinen
zweineue und komplexe Funktionen dieser
Organellen entdeckt. Bei der Fe/S-Protein-
Biogenese handelt es sich um die schon lan-
ge gesuchte Funktion, die Mitochondrien in
vermutlich allen Eukaryonten unverzichtbar
fiir das Wachstum der Zellen macht (Uber-
sicht inl! 2 3.41),

Die Biosynthese von eukaryontischen
Fe/S-Proteinen - ein Uberblick

Fe/S-Proteine enthalten Fe/S-Cluster als an-
organische Cofaktoren, die im einfachsten
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Falle aus jeweils zwei ([2Fe-2S]-Cluster)
oder vier ([4Fe-4S]-Cluster) Eisen- und
Schwefelatomen bestehenl. Bis vor kurzem
war die akzeptierte Vorstellung, dass Fe/S-
Cluster in der Zelle spontan aus Eisen- und
Sulfidionen entstehen und ohne weitere
Hilfe in Apoproteine eingebaut werden.
Dieses Modell basierte auf klassischen Ex-
perimenten, in denen eine 7z vitro-Rekon-
stitution eines Fe/S-Holoproteins mit redu-
ziertem Eisen (Fe?*) und einer Sulfidquel-
le gelungen war. Allerdings sind hierzu sau-
erstofffreie Bedingungen und unphysiolo-
gisch hohe Eisen- und Sulfidkonzentratio-
nen notig, die in der Zelle toxisch wirken
wiirden. Vor etwa vier Jahren wurde jedoch
klar, dass sowohl bakterielle als auch eu-
karyontische Zellen iiber einen recht dhnli-
chen Biosyntheseapparat fiir Fe/S-Proteine
verfiigen, der im Fall von Eukaryonten in
den Mitochondrien lokalisiert ist!® 781, Die-
ser als ISC(,,iron sulfur cluster)-Assem-
blierungsmaschinerie bezeichnete Biosyn-
theseapparat besteht aus mehr als zehn Pro-
teinenl? 3! (A44. 1). In Eukaryonten ist die
ISC-Maschinerie von der Hefe bis hin zum
Menschen konserviert. Die meisten dieser
ISC-Komponenten sind in ihrer Primir-
struktur sehr dhnlich zu bakteriellen Pro-
teinen, die in den 7if-, isc- und suf- Operons
kodiert sind[® 4,

Auch im Cytosol und im Zellkern von eu-
karyontischen Zellen befinden sich einige
Fe/S-Proteinel3!. Wie und wo werden diese
Proteine assembliert? Uberraschenderweise
spielt die mitochondriale ISC-Assemblie-
rungsmaschinerie bei diesem Vorgang eine
entscheidende Rolle!” % 191, Die Funktion
der ISC-Proteine fiir die Reifung der cyto-
solischen Fe/S-Proteine kann nur im Mito-
chondrium ausgeiibt werden, da fehllokali-
sierte ISC-Proteine im Cytosol keine funk-
tionelle Aktivitit zeigen. Zusitzlich werden
weitere mitochondriale Komponenten (u.a.
ein ABC-Transporter der Innenmembran)
benotigt, die ausschlieBlich an der Reifung
extra-mitochondrialer Fe/S-Proteine betei-
ligt sind und deshalb als ISC-Exportma-
schinerie zusammengefasst werden (Abb. 7).
Da cytosolische Apoproteine zur Insertion
des Fe/S-Clusters nicht transient ins Mito-
chondrium geschleust werden, vermutet
man, dass eine Substanz aus dem Mito-
chondrium ins Cytosol transportiert wird, die
dort fiir die Reifung der Apoproteine notig
1St.

Die mitochondriale
ISC-Assemblierungsmaschinerie

Unseren augenblicklichen Kenntnisstand
zur Funktion der einzelnen ISC-Kompo-
nenten bei der Biosynthese von zelluldren
Fe/S-Proteinen im Modellorganismus Hefe

Uberblick

ATP-Synthese durch oxidative Phosphorylierung
Citratcyklus

{3-Oxidation von Fettsduren
Héambiosynthese

Harnstoffcyklus

Biosynthese von Aminosauren
Phospholipidbiosynthese

Biosynthese von Biotin, Liponsaure
Produktion reaktiver Sauerstoffradikale
DNA-Replikation

Transkription

Proteinbiosynthese

Proteinabbau

Apoptose (programmierter Zelltod)

Reifung von Eisen-Schwefel Proteinen

Tabelle 1: Klassische und neue Funktionen des Mitochondriums

tasst Abb. 2 zusammen. Der Synthesevorgang
beginnt mit der Freisetzung eines Schwe-
felatoms aus Cystein durch die Cysteinde-
sulfurase Nfs1. Der Schwefel wird voriiber-
gehend auf einen konservierten Cysteinrest
des Nfsl unter Bildung eines Persulfids
iibertragen™ !l und von dort auf die Proteine
[sul/Isu2 iiberfithrt. Nach dem Import von
reduzierten Eisenionen in den Matrixraum
der Organellen durch einen noch unbe-
kannten Eisentransporter fungieren die
Isu-Proteine als Gertst fiir die Synthese ei-
nes [2Fe-2S]Clusters, der auch zu einem
[4Fe-4S]Cluster dimerisieren kannl12l.

Die Synthese des Fe/S-Clusters benotigt
die Bereitstellung von Elektronen, die un-
ter anderem zur Reduktion des Sulfan-
schwefels zu Sulfid benutzt werden (466. 2).
Dazu wird die Elektronentransportkette aus
der Ferredoxinreduktase Arh1 und dem Fer-
redoxin Yah1 verwendet, die ihrerseits Elek-
tronen von NAD(P)H erhalten!® 131 Fiir die
Bildung des Fe/S-Clusters auf den Isu-Pro-
teinen ist auch das Matrixprotein Yth1 (yeast
frataxin homolog) von Bedeutung (14
MUHLENHOFF ez al., in Vorbereitung). Das hu-
mane Ortholog Frataxin ist in Patienten, die
an der neurodegenerativen Erkrankung
Friedreichs Ataxie leiden, verringert!">]. Die-
se hiufigste Form einer Ataxie (1 von 50.000
Européern) fithrt zu neurologischen Stérun-
gen im Riickenmark und im Gehirn sowie
zu Eisenablagerungen im Gehirn und im
Herzen. Die Patienten sterben meist an ei-
nem durch eine Kardiomyopathie hervorge-
rufenen Herzversagen. Da auch in Zellen
aus Friedreichs-Ataxie-Patienten reduzierte
Enzymaktivititen von mitochondrialen
Fe/S-Proteinen beschrieben wurden, scheint
die primire Ursache der Erkrankung eine
Storung in der Biosynthese der Fe/S-Protei-
ne zu sein.

An der Dissoziation der Fe/S-Cluster von
den Isu-Proteinen und/oder ihrem Einbau

in die Apoproteine sind zwei Chaperone der
Hsp70/DnaK(Ssq1)- und Hsp40/Dna](Jac1)-
Proteinfamilien beteiligt, die direkt mit
Isul/Isu2 interagieren (Abb. 2). Weitere Pro-
teine werden fiir die Reifung von Fe/S-Pro-
teinen bendtigt, jedoch kennt man ihren
mechanistischen Wirkort noch nicht. Dazu
gehoren die Proteine Isal und Isa2, die
ebenfalls Homologe im 7se-Gencluster von
Bakterien besitzen!!'? 191, Beide Proteine
konnen einen Fe/S-Cluster binden und man
vermutet daher, dass sie ein zu den Isu-Pro-
teinen alternatives Gertist fiir die Synthese
der Fe/S-Cluster darstellen.

Die Reifung cytosolischer Fe/S-Proteine

Bisher wurden drei Komponenten mit einer
spezifischen Funktion bei der Reifung cyto-
solischer Fe/S-Proteine entdeckt. Diese
Komponenten der ISC-Exportmaschinerie
werden im Gegensatz zur ISC-Assemblie-
rungsmaschinerie nicht fiir die Synthese mit-
ochondrialer Fe/S-Proteine benétigt. Das
erste Protein mit solch einer spezifischen
Funktion war das mitochondriale Innen-
membranprotein Atm1, ein Mitglied der
ABC(,ATP binding cassette)-Transporter-
familie!”l. Mutationen im menschlichen Or-
thologen ABCY fiihren zu einer Eisenspei-
chererkrankung, der X-Chromosom-ver-
kniipften sideroblastischen Animie und Ata-
xie (XLSA/A)7]. Betroffene Zellen reichern
Eisen in den Sideroblasten (Eisen-bela-
denen Mitochondrien) an. Die Membrano-
rientierung des Atm1/ABC7-Proteins mit der
Nukleotidbindungsdomine in der mito-
chondrialen Matrix (A4b. 2) lisst auf eine
Exportfunktion des ABC-Transporters
schlieBen. Deshalb wurde auf der Basis der
oben dargestellten Befunde vorgeschlagen,
dass in der mitochondrialen Matrix zunéchst
ein Fe/S-Cluster von der [ISC-Assemblie-
rungsmaschinerie hergestellt wird, um dann
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Abb. 2: Arbeitsmodell fiir die Reifung von zelluléren Fe/S-Proteinen in Eukaryonten. Proteine der
mitochondrialen-1SC Assemblierungsmaschinerie sind Rot, Komponenten der ISC-Exportmaschinerie
Blau dargestellt. Die Wirkorte der Isa-Proteine, des Nful und des Grx5 wurden noch nicht identifiziert.
Details zum Ablauf der Biosynthesereaktionen sind im Text erldutert. Der Import reduzierter
Eisenionen in die Mitochondrien erfordert ein Membranpotenzial (pmf, proton motive force).

Abkiirzung: GSH, Glutathion.

in einem zweiten Schritt aus den Mitochon-
drien ins Cytosol exportiert und in Apopro-
teine eingebaut zu werden!!l. Obwohl diese
Idee mit allen bisher erhaltenen Befunden
iibereinstimmt, existiert noch kein direkter
Beweis fiir den Transport eines Fe/S-Clus-
ters. Wir versuchen augenblicklich, das Sub-
strat von Atm1/ABC7 zu identifizieren und
niher zu charakterisieren. Die Reinigung
des Atm1 aus Hefe als funktionelle ATPase
ist uns bereits gelungen (KUHNKE ez al., in
Vorbereitung).

Eine zweite Komponente mit einer spe-
zifischen Rolle bei der Biosynthese extra-
mitochondrialer Fe/S-Proteine ist Ervl, das
im Intermembranraum der Mitochondrien
lokalisiert ist!'®]. Erv1 und sein menschliches
Orthologe ALR fungieren iz vitro als Sulf-
hydryloxidasen (SOx) und katalysieren die
sauerstoffabhingige Bildung von Disulfid-
briicken nach folgender Reaktionsglei-
chung!'!,

~SH+HS-+0,39% g g, H,0,
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Es ist deshalb denkbar, dass Ervl/ALR auch
in vivo die Verkniipfung von Disulfid-
briicken in Proteinen des Intermembran-
raums fordern. Allerdings sind bisher weder
deren Substrate bekannt, noch kennt man
die genaue molekulare Funktion von
Erv1/ALR bei der Reifung cytosolischer
Fe/S-Proteine. Die dritte Komponente der
ISC-Exportmaschinerie ist Glutathion, das
Tripeptid y-Glu-Cys-Gly?°l. Wird die Sub-
stanz in der Zelle erschopft, so kommt die
Assemblierung der cytosolischen, nicht aber
der mitochondrialen Fe/S-Proteine vollstin-
dig zum Erliegen. Welche genaue Rolle
Glutathion auf molekularer Ebene spielt,
muss noch geklidrt werden.

Die Biogenese cytosolischer Fe/S-Proteine
als essentielle Funktion der Mitochondrien

Die Biogenese von Fe/S-Proteinen ist die
bisher einzige biochemische Funktion der
Mitochondrien, die den essentiellen Cha-
rakter der Organellen erklirt. Einige der
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ISC-Komponenten sind fiir das Uberleben
von Hefe (und vermutlich anderen Eu-
karyonten) unverzichtbar. Dazu gehoren die
Cysteindesulfurase Nfsl1, die Isu-Proteine,
die Komponenten der Elektronentransport-
kette Yah1 und Arh1, das Chaperon Jacl so-
wie Ervl. Demgegeniiber kann die Hefe-
zelle auf so bedeutende Reaktionswege wie
die oxidative Phosphorylierung oder den
Citratzyklus verzichten, da Hefe bekannt-
lich ein fakultativer Anaerobier ist, der sei-
ne Energie vollstindig aus der Glykolyse be-
zichen kann. Diese Betrachtungsweise ist
zumindest fiir die frithe Embryonalent-
wicklung auch auf hohere Zellen iibertrag-
bar. Miuse, bei denen entweder das Gen von
Cytochrom ¢ deletiert ist oder denen die mi-
tochondriale DNA fehlt, besitzen zwar kei-
ne respiratorische Aktivitdt in den Mito-
chondrien, sind aber die ersten acht bis zehn
Tage der Embryonalentwicklung lebens-
fihigl?!l. In der ersten Hilfte der Embryo-
nalentwicklung kénnen Siuger offensicht-
lich auch ohne Atmung leben.

Keines der bekannten mitochondrialen
Fe/S-Proteine ist fiir das Uberleben einer
Hefezelle essentiell. Die Deletion der ko-
dierenden Gene erzeugt im gravierendsten
Fall einen per-Phiinotyp (kein Zellwachstum
auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquel-
len). Im Cytosol der Hefe existiert jedoch
zumindest ein essentielles und konservier-
tes Fe/S-Protein (RI1il), das zu seiner Rei-
fung die mitochondrialen ISC-Komponen-
ten braucht (KISPAL ez al., in Vorbereitung). Die
unverzichtbare Aufgabe der Mitochondrien
in der Zelle ist demnach durch die Reifung
dieses extra-mitochondrialen Fe/S-Proteins
zu erkldren. Die (essentielle) Funktion des
Rlil ist bisher allerdings unbekannt. Warum
sind gerade Mitochondrien der Syntheseort
von Fe/S Clustern in der Zelle? Ein ent-
scheidender Grund hierfiir konnte die re-
duktive Umgebung der mitochondrialen
Matrix sein, die eine vorzeitige oxidative
Zerstorung des entstehenden Fe/S-Clusters
minimiert.

Eine oft gestellte Frage ist, wie und wo
cukaryontische Zellen ohne klassische Mit-
ochondrien (Amitochondriaten) ihre Fe/S
Proteine synthetisieren. Zu diesen Organis-
men gehoren etwa Mikrosporidien, Diplo-
monaden und Trichomonaden. Neue Un-
tersuchungen ergaben erste Antworten auf
diese Frage: Zum einen entdeckte man in
diesen Organismen Mitosomen, kleine
sphirische Organellen mit einer Doppel-
membranf??l, Diese Rest-Mitochondrien
scheinen zwar die meisten klassischen
Funktionen des Mitochondriums (7ab. 1)
verloren zu haben, jedoch noch eine von die-
sem Organell abgeleitete minimale Protein-
ausstattung zu besitzen. Dazu gehoren Ho-
mologe der mitochondrialen Proteine
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Hsp70, Nfs1, Yah1, Isul, Yfh1 und Atm1, die
im Genom von Mikrosporidien kodiert
sind[?3]. Es ist daher anzunehmen, dass Mi-
tosomen der Ort der Biosynthese von Fe/S-
Proteinen in Amitochondriaten sind. Ein er-
ster Hinweis fiir diese Vermutung ist die
funktionelle Komplementation von Yth1-de-
fizienten Hefezellen durch das Frataxin-Ho-
molog aus Mikrosporidien (G. KUHNKE ¢z a/.,
in Vorbereitung). Der Verbleib der Biogenese
von Fe/S-Proteinen in Mitosomen steht in
guten Einklang mit der zentralen Funktion
der Mitochondrien bei diesem lebenswich-
tigen Prozess.

Aufgrund der in den letzten Jahren ge-
wonnenen Erkenntnisse zur Biogenese von
Fe/S-Proteinen sollten Mitochondrien nicht
nur als Kraftwerk der Zelle, sondern auch als
genereller Syntheseort fiir Fe/S Cluster be-
trachtet werden. Die kommenden Jahre wer-
den einerseits die noch bestehenden
Liicken im Verstindnis des molekularen
Mechanismus der Synthese von Fe/S-Clus-
tern im Mitochondrium und deren Einbau
in Apoproteine schlieBen. Andererseits ist
die Entdeckung und funktionelle Charak-
terisierung weiterer Proteine mit Aufgaben
beim Transport aus dem Mitochondrium
und bei der Assemblierung der Fe/S-Holo-
proteine im Cytosol zu erwarten.
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