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Redoxregulation

Glutaredoxine und Eisen-Schwefel-

Jentren
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Verschiedene Glutathion-abhangige Oxidoreduktasen (Glutaredoxine)
binden Fe/S-Zentren oder sind an deren Bildung beteiligt. Diese Erkennt-
nisse deuten auf bislang unbekannte Funktionen hin.

Glutaredoxins have been described as crucial for Fe homeostasis and bio-
synthesis of Fe/S clusters, and as Fe/S proteins.

Glutaredoxine

B Glutaredoxine sind eine relativ heteroge-
ne Gruppe von 9-18 kDa groBen Oxidore-
duktasen, welche zum ersten Mal 1976 als
Wasserstoffdonatoren fiir die Ribonukleotid-
Reduktase beschrieben wurden!'l. Als Mit-
glieder der Thioredoxin-Proteinfamilie kata-
lysieren sie mithilfe von zwei Cysteinen in
einem Cys-X-X-Cys-Motiv Thiol-Disulfid-Oxi-
doreduktionen. Von den tibrigen Mitgliedern
der Thioredoxinfamilie heben sich die Gluta-
redoxine durch ihre Abhangigkeit vom uni-
versellen Tripeptid Glutathion (Gamma-Glu-

tamyl-Cysteinyl-Glycin, GSH) als Kofaktor ab.
GSH oxidiert dabei selbst zum Glutathion-
Disulfid (GSSG), welches NADPH-abhéngig
durch die Glutathion-Reduktase regeneriert
wird. Das intrazellular in millimolaren Kon-
zentrationen vorliegende GSH/GSSG-Redox-
paar bestimmt das zelluldare Redoxgleichge-
wicht, Glutathion kann unter oxidierenden
Bedingungen aber auch direkt mit Protein-
thiolgruppen reagieren. Diese Reaktion der
reversiblen S-Glutathionylierung wird sehr
effizient von Glutaredoxinen katalysiert.

A Abb. 1: Vorkommen und Funktionen von Glutaredoxin-Isoformen in menschlichen Zellen.

Mit Ausnahme einiger Bakteriengruppen
wurden Glutaredoxin-Isoformen in nahezu
allen Lebensformen nachgewiesen, d.h. in
Prokaryoten, Pilzen, Pflanzen und Tieren.
Auch zahlreiche Viren enthalten Erbinfor-
mationen, die fiir Glutaredoxine codieren. Die
Familie der Glutaredoxine spaltet sich in zwei
Hauptaste auf. Zum einen die Dithiol-Gluta-
redoxine mit einem Cys-Pro-Tyr-Cys-Motiv im
aktiven Zentrum, zum anderen in die Mono-
thiol-Glutaredoxine, die ein charakteristisches
Cys-Gly-Phe-Ser-Motiv auszeichnet(?!,

In Humanzellen konnten bisher vier Glu-
taredoxine nachgewiesen werden (Abb. 1):
(1) Grx1, ein zytosolisches Dithiol-Glutare-

doxin, das an zahlreichen Redox-regu-
lierten Prozessen beteiligt ist[2).

—_
N
—

Grx2, ein Dithiol-Glutaredoxin mit einem
ungewdohnlichen Cys-Ser-Tyr-Cys-Motiv
im aktiven Zentrum und einer herausra-
genden Rolle in der zelluldaren Antwort
auf durch oxidativen Stress ausgeldste
Apoptosel3l. Kiirzlich konnten wir drei
Isoformen des humanen Grx2 charakte-
risieren: Das ubiquitar exprimierte mito-
chondriale Grx2a sowie die zytoso-
lisch/nukledaren Varianten Grx2b und
Grx2c, deren Expression sich auf Hoden
und zahlreiche Krebszelllinien be-
schrankt!,

(3) Grx5, ein mitochondriales Monothiol-Glu-

taredoxin.

(4) Proteinkinase C-interagierender Cousin
von Thioredoxin (PICOT), der sich aus
einer rudimentdren N-terminalen Thio-
redoxin- und zwei nachfolgenden Mono-
thiol-Glutaredoxin- Domdnen zusammen-
setzt. Seine Hauptfunktion wird in der
Rolle eines endogenen Inhibitors der Pro-
teinkinase C vermutet!?,

Glutaredoxin 5 und die Biogenese von
Eisen-Schwefel-Zentren

Frither wurden Glutaredoxine in erster Linie
wegen ihrer Aktivitat als Reduktasen
gemischter Disulfide zwischen Proteinthio-
len und GSH wahrgenommen. Dies dnderte
sich gravierend in den Jahren 2002/2003
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A Abb. 2: Vorgeschlagener Mechanismus der Regulation des humanen Glutaredoxin 2 in Mito-
chondrien. Aktives Apo-Grx2 kann zu 2Fe/2S-gebundenem Holo-Grx2 transformiert werden, in
welchem GSH in standigem Austausch mit freiem zelluldren GSH steht. Oxidation des GSH zum

GSSG destabilisert die inaktive Holoform.

durch Untersuchungen in den Arbeitsgrup-
pen von E. Herrero (Lleida) und R. Lill (Mar-
burg). Wie menschliche Zellen enthélt die
Béckerhefe ein mitochondrielles Monothiol-
Glutaredoxin (Grx5). Mutanten, denen dieses
Protein fehlte, zeigten deutliche Defekte in
der Synthese von Eisen-Schwefel (Fe/S)-
Zentren!® 9],

Fe/S-Zentren sind entwicklungsgeschicht-
lich sehr alte Kofaktoren bestehend aus anor-
ganischem Sulfid und Fe?*/Fe®*. Die Funk-
tionen dieser Kofaktoren sind vielfaltig.
Neben Elektronen-Ubertragungsreaktionen
dienen sie unter anderem auch als Sensoren
von zelluldrem oxidativen Stress und Eisen-
gehalt!’!. Die Synthese von Fe/S-Zentren ist

eine essenzielle Funktion der Mitochondrien
und erfordert unter anderem ein Geriistpro-
tein, in der Regel das Isu/IscU-Protein, an
dem die Fe/S-Cluster synthetisiert werden.
Fiir die Ubertragung der neu gebildeten Zen-
tren auf die Zielproteine ist unter anderem
ein Chaperon-Paar aus der DnaJ/Dank-Fami-
lie verantwortlich[®l. Der Verlust von Grx5
fiihrt in Hefe zu einer Anreicherung von Fe/S-
Zentren auf Isu, sodass vermutet wird, dass
Grx5 eine Funktion beim Transfer der Fe/S-
Zentren vom Geriistprotein auf die Zielpro-
teine hatl%). Mittlerweile konnte mithilfe einer
Zebrafisch-Mutante (Shiraz) geklart werden,
dass diese Funktion auch in hoheren Euka-
ryoten konserviert ist!®l. Der vollstindige Ver-

Tab. 1: Eigenschaften und Charakteristika humaner Glutaredoxine.

Disulfid-
Reduktase-
Aktivitat

Aktives Zentrum

Fe/S-

Zentrum

Lokalisation/
Expression

Angenommene
Funktionen

Grx1 Cys-Pro-Tyr-Cys Ja Nein Zytosol/ ubiquitar Redox-Regulation
durch reversible
Glutathionylierung
Grx2a Cys-Ser-Tyr-Cys Ja Ja Mitochondrien/ Abwehr der durch
ubiquitar oxidativen Stress
induzierten Apoptose
Grx2b  Cys-Ser-Tyr-Cys Ja Nein Zytosol und Nukleus/ ?
Hoden und Krebszellen
Grx2c  Cys-Ser-Tyr-Cys Ja Ja Zytosol und Nukleus / ?
Hoden und Krebszellen
Grx5 Cys-Gly-Phe-Ser Nein Ja Mitochondrien/ Fe/S-Biosynthese
ubiquitar
PICOT  Cys-Gly-Phe-Ser Nein ? Zytosol /ubiquitér Regulation der

Proteinkinase C

lust des Grx in dieser Mutante ist letal. Die
Beeintrachtigung der Fe/S-Biogenese in die-
sen Fischen wirkt sich auf die gesamte Eisen-
homdoostase aus, was sich aufgrund des feh-
lenden Hamoglobins im Phéanotyp der hypo-
chromischen Andmie manifestiert. In einer
sehr interessanten Fallbeschreibung konnten
Camschella et al.'! einen Patienten im mitt-
leren Lebensalter beschreiben, der auf Grund
einer die Spleisseffizienz betreffenden Muta-
tion nur verminderte Mengen an Grx5 bilden
kann. In Ubereinstimmung mit der ange-
nommenen Funktion des Grx5 zeigt dieser
Patient hypochromische Anamie und Eisen-
Dysregulation.

Eisen-Schwefel-Zentren koordinieren-
de Glutaredoxine

Die geschilderten Befunde stellten zweifelsfrei
einen direkten Zusammenhang zwischen der
Biogenese von Fe/S-Zentren und Glutaredox-
inen her. Dennoch war es eine groBe Uber-
raschung, als wir 2005 im humanen Grx2
einen Chromophor entdeckten, der sich als
Fe/S-Zentrum entpuppte. Dieses 2Fe/2S-Zen-
trum wird in einem dimeren Holo-Komplex
von den N-terminalen Cysteinresten der akti-
ven Zentren der beiden Glutaredoxin-Mono-
mere koordiniert. Zwei nicht-kovalent gebun-
dene GSH-Molekiile vervollstindigen die
Koordination dieses Fe/S-Zentrums!!!l. Der
Holo-Grx2-Komplex ist durch die Blockierung
der aktiven Zentren enzymatisch inaktiv. Das
im Holo-Komplex gebundene GSH steht in
einem dynamischen Gleichgewicht mit freiem
GSH. Oxidation des GSH zum Glutathion-
Disulfid (GSSG), wie z.B. in Zellen, die oxi-
dativem Stress ausgesetzt sind, fiihrt zu einer
Dissoziation des Komplexes. Dies fiihrt zur
Freisetzung der Grx2-Monomere und zu ihrer
enzymatischen Aktivierung. Daher haben wir
fiir den Fe/S-Cluster die Funktion eines
Redoxsensors fiir die Aktivierung des Grx2
durch oxidativen Stress vorgeschlagen!: 1]
(Abb. 2). Neben dem mitochondrialen Grx2a
kann auch die zytosolische Isoform Grx2c den
Holo-Komplex ausbilden. Die dritte Grx-Iso-
form, Grx2b, ist dazu nicht in der Lage!*. Uber
die Funktion von einer regulierbaren und
einer kKonstitutiv aktiven Grx-Isoform im Zyto-
sol und Nukleus von Spermatozyten und
Krebszellen kann zum jetzigen Zeitpunkt nur
spekuliert werden.

Mittlerweile konnte von der Arbeitsgruppe
um J.-P. Jacquot (Nancy) ein sehr dhnlicher
Holo-Komplex auch fiir das Grx-C1 (aktives
Zentrum: Cys-Gly-Tyr-Cys) aus der Pappel
nachgewiesen werden!'2, Was ermdglicht die-
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sen beiden besonderen Dithiol-Glutaredoxi-
nen ein Fe/S-Zentrum zu komplexieren?
Mutationsanalysen von uns und der Arbeits-
gruppe um J.-P. Jacquot zeigen eindeutig, dass
der Austausch des Prolins im aktiven Cys-
Pro-Tyr-Cys-Zentrum durch ein Serin oder
Glycin ausreichend ist, anderen Dithiol-Glu-
taredoxinen die Fiahigkeit zur Fe/S-Cluster-
bindung zu verleihen': 121, Unsere vorldufigen
Ergebnisse, wie auch die anderer, deuten dar-
auf hin, dass auch diese Glutaredoxine mit
ihrem Cys-Gly-Phe-Ser-Motiv im aktiven Zen-
trum Fe/S-Zentren binden konnen. Dies konn-
te auch ein weiterer Hinweis auf die mogli-
che Funktion der Monothiol-Glutaredoxine in
der Fe/S-Cluster-Biogenese sein. Ohne Zwei-
fel verspricht die Forschung rund um die Glu-
taredoxine eine spannende Zukunft.
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