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Zusammenfassung

I. Zusammenfassung

Die sogenannten Core-Proteine der Cytochrom ¢ Reduktase und die zwei Untereinheiten der
mitochondrialen Prozessierungsprotease (MPP) sind strukturell sehr dhnlich aber ihre evo-
lutionédre Beziehung zueinander ist ungeklirt. In der vorliegenden Dissertation werden Daten
prasentiert, die bekriftigen, dall sich die mitochondriale Prozessierungsprotease aus einer
bakteriellen Protease entwickelt hat und dal3 die Core-Proteine der Cytochrom ¢ Reduktase
Relikte der Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease sind. Damit werden
zwei Kernpunkte eines Modells von Braun und Schmitz (1995b) zur Evolution der Core-
Proteine und MPP-Untereinheiten gestiitzt.

Erstmals werden Ergebnisse von strukturellen und funktionellen Untersuchungen an Cyto-
chrom c¢ Reduktasen niederer Pflanzen présentiert. Die Cytochrom ¢ Reduktasen aus einem
Schachtelhalm, Equisetum arvense, einem Farn, Platycerium bifurcatum und der chlo-
roplastenfreien Alge, Polytomella spp., wurden iiber ein Mikroisolationsverfahren prépariert,
welches auf der nativen Auftrennung mitochondrialer Proteinkomplexe iiber BN-PAGE und
anschlieBender Elektroelution beruht. In Ubereinstimmung zu bisher untersuchten Cytochrom
¢ Reduktasen von Eukaryoten weisen auch die drei isolierte Enzyme aus niederen Pflanzen
eine komplexe Untereinheitenkomposition auf. Dies unterscheidet die Cytochrom ¢ Redukta-
sen aus Eukaryoten von den einfach organisierten Proteinkomplexen der Eubakterien mit
maximal vier Untereinheiten. Die Cytochrom ¢ Reduktasen des Farns und des Schachtelhalms
weisen, wie die entsprechenden Proteinkomplexe aus hoheren Pflanzen, Prozessierungs-
aktivitdt gegeniiber mitochondrialen Vorlduferproteinen auf und koénnen deshalb als bi-
funktionelle Cytochrom c¢ Reduktase/Prozessierungsprotease-Komplexe bezeichnet werden.
Der Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex aus Polytomella spp. ist keine Prozessierungsprotease.

Die Isolation und Sequenzierung der core II-cDNA von Neurospora crassa hat gezeigt, daf}
das Core II der Cytochrom ¢ Reduktase aus Newurospora crassa eine fir o-MPPs cha-
rakteristische hydrophobe Domine im C-terminalen Bereich nicht besitzt. Versuche zur Re-
konstitution der Prozessierungsaktivitit der Cytochrom ¢ Reduktase aus Neurospora crassa
durch Einfithrung dieser Domine in das Core II kénnen bisher noch nicht abschlieend beur-
teilt werden.

In umfassenden phylogenetischen Analysen werden die verwandtschaftlichen Beziehungen
zwischen den Core-Proteinen der Cytochrom ¢ Reduktase, den Untereinheiten der mitochon-
drialen Prozessierungsprotease und anderen Mitgliedern der Pitrilysinfamilie aufgezeigt.

Dabei wurde nachgewiesen, daBl drei Sequenzen von putativen Proteasen aus o-
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Proteobakterien eine sehr groBe Ahnlichkeit zu den B-MPPs aufweisen. Unter Einbeziehung
der Auffassung, dafl die rezenten o-Proteobakterien und die Mitochondrien einen gemein-
samen o-proteobakteriellen Vorfahren besa3en, ist dies ein wichtiges Indiz dafiir, daB sich die
mitochondriale Prozessierungsprotease aus einer Protease dieses gemeinsamen Vorfahren
entwickelt hat.

Aus einer genomischen DNA-Bank von Rhodobacter sphaeroides wurde ein Gen isoliert,
welches fiir eine MPP-artige Protease kodiert. Das entsprechende Protein wurde mit spezifi-
schen Antikérpern immunologisch nachgewiesen. Vermutlich ist die putative Protease ein
16sliches Enzym. Die Isolation und Charakterisierung der potentiellen MPP-artigen Protease
aus Rhodobacter sphaeroides wird moglicherweise Hinweise darauf geben, warum eine
Protease aus einem Vorfahren der Mitochondrien das Potential zur Entwicklung der
Prozessierungsaktivitit besall.

Abschliefend wird eine alternative Erklarungsmoglichkeit zum Modell von Braun und

Schmitz (1995b) fiir die Evolution der Core-Proteine und MPP-Untereinheiten vorgestellt.

Abstract

The so-called Core-proteins of the respiratory cytochrome bc; complex and the two subunits
of the mitochondrial processing peptidase (MPP) are structurally similar but their evolu-
tionary relationship remains a mystery. The data which are presented in this work support that
the mitochondrial processing peptidase originated from an ancient bacterial protease and that
the Core-proteins are relics of the mitochondrial processing peptidase. This is in agreement
with two major assumption of a model for the evolution of MPP suggested by Braun and
Schmitz (1995b).

For the first time data on the biochemical preparation and functional characterization of the
cytochrome ¢ reductases from lower plants are reported. Cytochrome ¢ reductase complexes
from the horsetail Equisetum arvense, from the staghorn fern Platycerium bifurcatum, and
from the colorless algae Polytomella spp. were purified by a micro-isolation procedure based
on BN-PAGE and electroelution. The subunit composition of the cytochrome ¢ reductases
from lower plants is very similar to the one reported for other mitochondrial cytochrome c
reductases, which differs remarkably from the structure of the corresponding prokaryotic
protein consisting of only three or four subunits. In agreement with the data from other plants,

cytochrome c reductases from the fern and the horsetail comprise processing activity against
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radiolabeled precursor proteins. Therfore, they are bifunctional cytochrome c¢ reduk-
tase/processing peptidase complexes. In contrast the cytochrome c¢ reductase from
Polytomella spp. has no proteolytic activity.

Furthermore a core II-cDNA clone from Neurospora crassa was isolated. Sequencing of the
clone revealed that the Core II of the cytochrome c reductase from Neurospora crassa does
not comprise the typical hydrophobic o-MPP domain. Experiments to reconstitute the
processing activity by incorporating this «-MPP domain into the Core II from Neurospora
crassa did not allow to draw definite conclusions.

Comprehensive phylogenetic analyses were performed to investigate the phylogenetic rela-
tionships between the Core-proteins and the subunits of the mitochondrial processing pepti-
dase as well as the relationships between the other members of the pitrilysin family of endo-
proteases. The analyses revealed that three putative proteases from o-proteobacteria are
strongly related to the B-MPPs. In consideration of the classical view that mitochondria and
recent o-proteobacteria share a common o-proteobacterial ancestor this implies that the mito-
chondrial processing peptidase has evolved from a protease of this common ancestor.

A gene encoding a MPP-like protease was isolated from a genomic library of Rhodobacter
sphaeroides. The corresponding protein was identified by Western Blotting with a specific
antiserum. Most likely the protease is a soluble protein. The isolation and characterization of
this putative MPP-like protease from Rhodobacter sphaeroides may help to understand why a
protease from a ancestor of mitochondria had the potential to become a processing peptidase.

A new alternative model for the evolution of Core-proteins and MPP-subunits is presented.

Schlagworter:

Cytochrom c Reduktase, mitochondriale Prozessierungsprotease, Mitochondrien

Keywords:

cytochrome ¢ reductase, mitochondrial processing peptidase, mitochondria
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II. Einleitung

Alle heute lebenden Organismen sind das Ergebnis eines Evolutionsprozesses, der auf der
zufilligen Variation des Erbgutes und der Selektion genetischer Information, die den
Besitzern ermoglicht, zu iiberleben und sich zu vermehren, beruht (Alberts et al., 1997).
Dieser Evolutionsprozef ist a posteriori weder in seinem spezifischen Ablauf rekonstruierbar,
noch einer experimentellen Analyse zugéinglich. Indizienbeweise werden deshalb genutzt, um
den Verlauf der Evolution nachzuzeichnen und Evolutionsmechanismen zu begreifen.

In der vorliegenden Dissertation werden Aspekte zur Evolution bzw. Co-Evolution zweier
mitochondrialer Enzyme, der Cytochrom c¢ Reduktase und der mitochondrialen Pro-
zessierungsprotease, untersucht. Da die Evolution von Proteinen zugleich aus der Entwick-
lung ihrer Funktionen und der Evolution der Organismen mit unterschiedlicher Komplexitat
resultiert, sind Untersuchungen zur Evolution mitochondrialer Proteine auch an das Verstind-
nis zur Evolution der Mitochondrien gebunden. In den folgenden Kapiteln wird deshalb der
aktuelle Kenntnisstand zur Evolution der Mitochondrien umrissen bzw. werden die Cyto-
chrom ¢ Reduktase und die mitochondriale Prozessierungsprotease sowie ein Modell zu ihrer

Co-Evolution vorgestellt.

1. Evolution der Mitochondrien

Der Ursprung der Mitochondrien und die Entstehung der eukaryotischen Zelle

Der Ursprung der eukaryotischen Zellen mit spezialisierten Organellen und abgegrenztem
Zellkern ist ein ungelostes Rétsel. Nach der seit 30 Jahren weitgehend akzeptierten Endo-
symbionten-Hypothese stammen die Mitochondrien von einst freilebenden Organismen ab,
die vor ca. 1,5 Milliarden Jahren als Symbionten in eine Wirtszelle aufgenommen wurden.
Die urkaryotische Wirtszelle unterschied sich bereits durch ihre GroBe, ein primitives
Cytoskelett, den Zellkern und die Fihigkeit zur Endocytose von den iibrigen Prokaryoten.
Vermutlich stabilisierte sich die Endosymbiose durch eine erhohte ATP-Ausbeute fiir den
Wirt aus der Atmung des Endosymbionten. Dieser erhielt im Gegenzug metabolisierbare
Substrate (Margulis, 1970). Zahlreiche Abstammungsuntersuchungen auf der Grundlage
molekularer Daten haben im Einklang mit der Endosymbionten-Hypothese zu der Auffassung
gefuihrt, daB3 die einstigen Endosymbionten zu den a-Purpurbakterien gehorten und die ur-
karyotische Zelle von den Archaea abstammte (Villanueva et al., 1985; Cedergreen et al.,

1988; Gupta, 1995; Gray, 1996; Andersson et al., 1998).
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Aus aktueller Sicht lassen sich jedoch durch die klassische Endosymbionten-Hypothese
folgende Sachverhalte nicht erklaren:

(1) Das Kerngenom ist eine evolutiondre Chimére, die aus einem archaebakteriellen und eu-
bakteriellen Vorfahren hervorgegangen ist (Feng et al.,, 1997). Der eubakterielle Anteil des
Kerngenoms ist groBer als durch einfachen Gentransfer erkliart werden kann. Darunter sind
Gene, die nichts mit der mitochondrialen Biogenese oder Funktion zu tun haben (Keeling &
Doolittle, 1997).

(i1) Hydrogenosomen und Mitochondrien sind monophyletischen Ursprungs (Bui et al., 1996).
Im Unterschied zu Mitochondrien gewinnen die Hydrogenosomen aus einem mol Glucose
unter anaeroben Bedingungen nur ein mol ATP und erzeugen H, CO, und Acetat. Der ur-
spriingliche Vorteil der Endosymbiose, erhohte ATP-Ausbeute, ist nicht gegeben.

(ii1)) Amitochondriale Archezoa, denen eine Rolle als nahe Verwandte der urkaryotischen
Zelle zugeschrieben wurde, besitzen typische mitochondriale Proteine. In einigen Fillen kom-
men diese Proteine in Hydrogenosomen vor. Im Widerspruch zur Ausgangshypothese legt
dies nahe, da} die amitochodrialen Archezoa einst Mitochondrien besallen, diese aber
sekundir verloren haben (Doolittle, 1998).

(iv) Das Genom des Archae Archaeoglobus besitzt einen groen Anteil eubakterieller Gene
(Klenk et al., 1997).

Eine plausible Erkldrung dieser Punkte und zugleich radikal neue Sicht auf die Evolution der
eukaryotischen Zelle bietet die Hydrogen-Hypothese (Martin & Muller, 1998). Diese geht
davon aus, dal die Entwicklung der eukaryotischen Zelle mit einer Syntrophie zwischen
einem Methan-bildenden Archae und einem fakultativ anaeroben o-Purpurbakterium in einer
anaeroben Umgebung begann. Die Attraktivitit des o-Purpurbakteriums fiir den Methanbild-
ner bestand in der Erzeugung und Exkretion von H, und CO, als Abfallprodukte der an-
aeroben Fermentation, welche dem Methanbildner als Substrate dienten. Aus einem zunéchst
losen Kontakt beider Syntrophie-Partner entstand ein Abhédngigkeitsverhiltnis, als die Bak-
terien aus ihrer wasserstoffreichen Umgebung entfernt wurden. Der Archae-Partner mulite das
o-Purpurbakterium eng an sich binden, durfte es aber nicht von seinen organischen Substraten
trennen. Erst der Transfer von Genen fiir Importproteine fermentierbarer Substrate und
Enzyme fiir die Glycolyse vom Bakterium in das Genom des Archae erlaubten die totale
Vereinnahmung. Die Folge davon war, dal im Cytoplasma des Archae gegenldufig zum
eigenen anabolen Kohlenstoffmetabolismus die Glycolyse stattfand. Fiir das Uberleben der
Symbiose muflte der anabole Wirtsmetabolismus verloren gehen. Damit konvertierte der Wirt

von einem methanbildenden autotrophen Organismus zu einem heterotrophen. Der Symbiont

5
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ging entweder verloren, wurde ein Hydrogenosom oder wurde ein Mitochondrium (in der
evolutiondren Linie, die zu vielzelligen Organismen fiihrte). Die Divergenz der eu-
karyotischen Hauptlinien verlief demnach nahezu simultan und der Ursprung der Mito-
chondrien ist direkt und kausal mit der Entstehung der eukaryotischen Zelle verbunden (Gray

etal., 1999).

Gentransfer vom Mitochondrium in den Zellkern und die Etablierung eines Proteinimport-

apparates

Die relativ geringe Anzahl von Genen in der mitochondrialen DNA von rezenten Organismen
im Vergleich mit dem kleinsten bekannten eubakteriellen Genomen und die groflen Unter-
schiede im Gengehalt unterschiedlicher Chondriome deuten auf einen relativ schnellen und
extensiven Verlust und Transfer der genetischen Information zum Zellkern in einem sehr frii-
hen Stadium der Evolution des protomitochondrialen Genoms (Gray et al., 1999). Tatsdchlich
kann jedoch der Tranfer von Genen vom Mitochondrium in den Zellkern auch durch relativ
rezente Beispiele belegt werden. So wurde der Transfer einzelner Gene von Atmungsketten-
proteinen und ribosomalen Proteinen in den Kern als auch der Transfer eines Abschnitts mit
75 % des mitochondrialen Genoms von Arabidopsis thaliana zum Chromosom 2 nachgewie-
sen (Nugent & Palmer, 1991; Grohmann et al., 1992; Kobayashi et al., 1997; Lin et al., 1999).
Im Resultat des Gentransfers aus dem Mitochondrium in den Kern sind mehr als 98 % der
mitochondrialen Proteine kernkodiert und werden an cytoplasmatischen Ribosomen transla-
tiert (Attardi & Schatz, 1988; Neupert, 1997).

Parallel zu dieser Translokation von Genen haben sich Proteine eines ,Protein-Import-Appa-
rates‘, die fiir den Riicktransport von kernkodierten mitochondrialen Proteinen in die Mito-
chondrien verantwortlich sind, sowie spezifische Leitsequenzen, mit denen zu transportie-
rende Eiweille ausgestattet wurden, entwickelt. Die Leitsequenzen ermdoglichen dabei die
Zielsteuerung der mitochondrialen Vorlduferproteine zu den Mitochondrien, werden von
Proteinen des Import-Apparates erkannt und sind fiir die intramitochondriale Sortierung von
Proteinen, das heift fiir den Transport zu Subkompartimenten innerhalb der Mitochondrien,
verantwortlich. Die meisten Leitsequenzen sind N-terminale Extensionen, deren Léngen
zwischen 8 und 121 Aminosdureresten variieren (Schneider et al., 1998). Moglicherweise
kann ihre Entstehung durch den ProzeB3 des ,Exon Shuffling® erkliart werden, bei dem Exons
nicht verwandter Gene neu kombinieren (Wischmann et al., 1995; Long et al. 1996). Wahr-

scheinlich ist auch, daB3 die Translokation von mitochondrialen Genen in den Kern in jedem
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Einzelfall mehrfach stattgefunden hat und dal3 es von der genetischen Umgebung der Inser-
tionsereignisse abhing, ob die translozierten Gene mit Zusatzsequenzen ausgestattet wurden,
die fiir Leitsequenzen kodieren.

Zu den im Verlauf der Evolution entstandenen Proteinen des ,Protein-Import-Apparates® ge-
horen: (i) Translokasen der dufleren und inneren mitochondrialen Membran, die Leitsequen-
zen erkennen und den Transfer tiber die Membranen oder die Insertion in Membranen kataly-
sieren, (i1) Enzyme, die Leitsequenzen abtrennen, nachdem die importierten Proteine ihren
Bestimmungsort erreicht haben und (iii) Chaperone im Cytosol, welche die mitochondrialen
Vorlduferproteine in einer Import-kompetenten Konformation erhalten und Chaperone bzw.
Chaperonine im Inneren der Mitochondrien, die in die Translokation, Faltung und Assemblie-
rung von importierten Proteinen involviert sind (Braun & Schmitz, 1999).

Die Konservierung mitochondrialer Leitsequenzen in mitochondrialen und hydrogenosomalen
Vorlduferproteinen von urspriinglichen Protisten impliziert die Konservierung von Kompo-
nenten des Importapparates, die teilweise sehr frith in der Evolution der Mitochondrien ent-

standen sein miissen (Hausler et al., 1997).

2. Der Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex

Die Cytochrom ¢ Reduktase (Ubichinol Cytochrom ¢ Oxidoreduktase oder bc;-Komplex) ist
ein essentieller Bestandteil der Elektronentransportketten von Mitochondrien und vielen
respiratorischen und photosynthetischen Bakterien, {iber die Elektronen mit hohem Elektro-
neniibertragungspotential auf einen terminalen Elektronenakzeptor iibertragen werden
(Gennis et al., 1993; Crofts & Berry, 1998). Innerhalb der Elektronentransportketten kataly-
siert die Cytochrom c¢ Reduktase den Transport von Elektronen vom Ubichinol auf Cyto-
chrom c und ist einer der Komplexe, bei denen der Elektronentransfer mit der Translokation
von Protonen {iber eine biologische Membran gekoppelt ist. Der aus der Translokation von
Protonen iiber biologische Membranen resultierende pH-Gradient und das Membranpotential
erzeugen eine protonenmotorische Kraft, die zum Antrieb der ATP-Synthese iiber FoF;-ATP-
Synthasen dient (Mitchell 1961).

Alle Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexe verschiedener Organismen enthalten drei respirato-
rische, das heiB3t direkt am Elektronentransfer beteiligte Untereinheiten: das Cytochrom b mit
den beiden redoxprosthetischen Hamgruppen bse, und bsgs, das Cytochrom c¢; mit einer Ham-
gruppe als Redoxzentrum und das Eisenschwefelprotein mit einem Eisen-Schwefel-Cluster

als prosthetische Gruppe. Die vier Redoxzentren wirken in der Form zusammen, daf3 Elek-
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tronen von einem Zweielektronencarrier (Ubichinol) auf Einelektronencarrier (Cytochrom c)
tibertragen werden. Dabei tibertrdgt das Ubichinol-(QH2)-Molekiil eines seiner Elektronen
hohen Potentials iiber das Eisen-Schwefel-Protein auf Cytochrom c;, welches das Cytochrom
¢ reduziert. Das zweite Elektron des Ubichinol-(QH2)-Molekiils wird auf Cytochrom b tiber-
tragen. Insgesamt werden dabei zwei Protonen des Ubichinols an der positiv geladenen Seite
der Membran deponiert. Nachdem der Vorgang ein zweites Mal durchlaufen ist, wird das
Ubichinon-(Q)-Molekiil unter Aufnahme von zwei Protonen an der negativ geladenen Seite
der Membran mit Hilfe der beiden Elektronen am Cytochrom b reduziert (Mitchell, 1975;
Crofts & Meinhardt, 1982; Brandt & Trumpower, 1994).

Die bakteriellen bc;-Komplexe besitzen zusitzlich zu den drei respiratorischen Untereinheiten
maximal eine weitere Untereinheit (Trumpower, 1990; Crofts & Berry, 1998; Yu et al., 1999).
Im Gegensatz dazu enthalten mitochondriale Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexe sechs bis
acht Untereinheiten, die nicht direkt am Elektronentransfer beteiligt sind (Schiagger et al.,
1986; Brandt et al., 1994; Braun & Schmitz, 1995¢; Schiagger et al., 1995). Die Ursachen fiir
diesen Unterschied sind ebenso wie die Funktionen der zusétzlichen Untereinheiten bisher nur
wenig verstanden.

Zwei dieser zusitzlichen Untereinheiten besitzen Molekulargewichte von ca. 50 kDa, vier bis
sechs Untereinheiten sind mit Molekulargewichten unter 20 kDa klein. Von den beiden
grolen Untereinheiten nahm man urspriinglich an, dafl sie den Kern des Cytochrom c
Reduktase-Komplexes bilden (Silman et al, 1967). Obwohl spéter bewiesen wurde, dal} sie
periphere, der Matrix zugewandte Untereinheiten des Cytochrom c¢ Reduktase-Komplexes
sind, werden sie traditionell als ,Core‘-Proteine bezeichnet (Leonard et al., 1981; Karlsson et
al., 1983). Uber die Komplementation von Hefemutanten konnte gezeigt werden, daB die
Core-Proteine eine essentielle Funktion fiir die Assemblierung des Komplexes besitzen
(Oudshoorn et al., 1987; Crivellone et al., 1988; Gatti & Tzagoloff, 1990). Ebenfalls aus Ver-
suchen zur Komplementation von Hefemutanten wurden verschiedenen kleinen Unterein-
heiten des Hefekomplexes Bedeutungen zugeschrieben. Demnach ist die Untereinheit VI in
die Dimerisierung des Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexes involviert (Schoppink et al., 1989;
Schmitt & Trumpower, 1990). Die Untereinheiten VII und VIII sind essentiell fiir die Kom-
plexassemblierung und die Untereinheit IX interagiert mit dem Eisen-Schwefel-Protein und
den Cytochromen b und c; (Maarse et al., 1988; Phillips et al., 1990).

Die Aufklarung von Kristallstrukturen des Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexes aus Rind und
Huhn in den letzten drei Jahren hat neue detaillierte Einblicke in die Struktur und Funktions-

weise dieses Komplexes gewihrt (Xia et al., 1997; Iwata et al., 1998; Zhang et al., 1998). Die
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Abbildung 1 zeigt ein Modell von Yu et al. (1999) der Kristallstruktur des Cytochrom ¢ Re-

duktase-Komplexes von Rind.

Cytcit
Subunit 8
ISP

38A

b 3

Cytb
Subunit 7
Subunit 10 2A

Subunit 11

Subunit 6

Abbildung 1: Struktur-Modell des dimeren Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex (Abbildung aus Yu et al., 1999).
Die Polypeptide sind in Form von Bandmodellen dargestellt. Die Ausdehnungen der Regionen des Komplexes,
die im Intermembranraum, in der inneren mitochondrialen Membran und in der mitochondrialen Matrix liegen,

sind rechts neben dem Modell angegeben, die Untereinheitenbezeichnungen stehen links neben dem Modell.

Der Komplex liegt als strukturelles und funktionelles Dimer vor. Jedes Monomer besteht aus

elf unterschiedlichen Untereinheiten. Nach ihrer Lage gegeniiber der inneren mitochondrialen
9
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Membran kann der Komplex in drei Regionen unterteilt werden: die Region im Inter-
membranraum, eine Transmembranregion und die Region in der Matrix. Die Transmembran-
region besteht aus 13 die Membran durchspannenden Helices in jedem Monomer. Acht der
Helices gehoren zum Cytochrom b, die restlichen fiinf stammen vom Cytochrom c;, dem
Eisen-Schwefel-Protein und den Untereinheiten VII, X und XI. Die Region im Intermembran-
raum wird von den funktionellen Doméinen des Cytochrom c; und Eisen-Schwefel-Proteins
sowie der Untereinheit VIII gebildet. Die das Redoxzentrum tragende Doméne des Eisen-
Schwefel-Proteins ist in den untersuchten Kristallen an unterschiedlichen Positionen inner-
halb der Region im Intermembranraum lokalisiert. Auf Grund dieser Daten wird vermutet,
daB3 der Transfer des Elektrons vom Ubichinol zum Cytochrom c; durch die Bewegung dieser
Domaéne des Eisen-Schwefel-Proteins realisiert wird (Zhang et al., 1998).

Mehr als die Hélfte der molekularen Masse des Komplexes resultiert aus der Matrixregion.
Diese Region enthélt die beiden Core-Proteine, einen Teil der Untereinheit VII, den C-termi-
nalen Bereich des Cytochrome c;, den N-Terminus des Eisen-Schwefel-Proteins und die
Untereinheit IX. Die Untereinheiten I und II (Core-Proteine) sind strukturell nahezu identisch.
In Saugetieren wird die Leitsequenz des Eisen-Schwefel-Proteins erst nach der Integration
dieser Untereinheit in den Cytochrom c Reduktase-Komplex abgetrennt. Die abgetrennte
Leitsequenz ist identisch mit der Untereinheit IX und liegt zwischen den beiden Core-

Proteinen.

3. Die mitochondriale Prozessierungsprotease

Kurz nach der Translokation von Vorlduferproteinen in die Mitochondrien werden mitochon-
driale Leitsequenzen endoproteolytisch durch Enzyme des ,Import-Apparates, die Prozes-
sierungsproteasen, abgespalten, wobei das reife Protein entsteht. Viele Vorlduferproteine
werden in einem Schritt durch die mitochondriale Prozessierungsprotease (MPP) in ihre
reifen Formen konvertiert. Es konnte aber auch gezeigt werden, da3 Vorlauferproteine in zwei
aufeinanderfolgenden Schritten durch die mitochondriale Prozessierungsprotease prozessiert
werden (Branda et al., 1999). Einige mitochondriale Proteine werden durch zwei weitere
Prozessierungsproteasen, die mitochondriale Intermediat-Peptidase (MIP) oder die Innere-
Membran-Protease (IMP), prozessiert (Isaya et al., 1991; Schneider et al., 1991; Kalousek et
al., 1992; Nunnari et al., 1993). MIP entfernt ein Oktapeptid vom N-Terminus von bereits
durch MPP prozessierten Proteinen. Weitgehend unbekannt ist die biologische Bedeutung

dieser Aktivitdt. Die IMP ist fiir die Entfernung von Extensionspeptiden fiir die intramito-
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chondriale Sortierung verantwortlich, nachdem bereits Matrix-Leitsequenzen in einem initia-
len Schritt durch MPP abgespalten wurden.

In jedem der genannten Félle ist die mitochondriale Prozessierungsprotease an der Reifung
der mitochondrialer Vorlduferproteine beteiligt. MPP ist damit fiir die mitochondriale Bioge-
nese und Funktion sowie die Lebensfdhigkeit der meisten eukaryotischen Zellen essentiell

(Yaffe et al., 1985; Witte et al., 1988).

Die mitochondriale Prozessierungsprotease ist ein Vertreter der Pitrilysinfamilie

Die mitochondriale Prozessierungsprotease ist ein gut untersuchtes Protein, welches aus zwei
strukturell nicht identischen, aber #hnlichen Untereinheiten, o-MPP und B-MPP, besteht
(Schatz, 1996; Neupert, 1997; Glaser et al., 1998). Die in vitro Aktivitit des Enzyms ist ab-
hingig von divalenten Kationen wie Co®", Zn®" oder Mn®", wobei neuere Daten vermuten
lassen, daB MPP in vivo eine Zinkprotease ist (Luciano et al., 1998). Mutationsstudien an der
mitochondrialen Prozessierungsprotease haben gezeigt, dal die B-MPP-Untereinheit iiber ein
inverses Metallbindemotiv (HXXEH) zum Zinkbindemotiv von Proteasen der Thermolysin-
familie (HEXXH) verfiigt, welches essentiell fiir die Prozessierungsaktivitdt ist (Becker &
Roth, 1992; Perlman et al., 1993; Kitada et al., 1995; Striebel et al., 1996). Zusitzlich befindet
sich 76 Aminosdurereste vom inversen Zinkbindemotiv in Richtung C-Terminus entfernt ein
weiterer essentieller Glutaminsédurerest (Becker & Roth, 1993). Auf Grund dieser Merkmale
wurde MPP als ein Vertreter der von Rawlings und Barrett (1993) definierten Pitrilysinfamilie
(M16-Familie, Clan ME) klassifiziert.

Die Pitrilysinfamilie erhielt ihren Namen nach dem ersten charakterisierten Enzym dieser
Familie, dem Pitrilysin aus Escherichia coli (Cheng & Zipser, 1979). Im Bereich der inversen
Zinkbindedomine ist die Aminosduresequenz von Vertretern der Pitrilysinfamilie hoch-

konserviert (Abb. 2).
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IDE Human 98 SDPPNIAGLSEIFCEEBIMLFLGTK .. (X)¢; ..VNAVDSEHEKNVMNDAW P14735
IDE Rat 98 SDPPNIPGLSEFCEEIMLFLGTK .. (X)¢; ..VNAVDSPIHEKNVMNDAW P35559
IDE Drosophila 71 SDPTNLPGLABIFCIMBIMLFLGTE . . (X)¢; .. INAVNSIMHEKNLPSDLW P22817
IDE? Eimeria 67 YDPQDVPGLARBIFLIEIMLFLGTS .. (X)¢ ..VNAIDAPIHOKNIPNDDE M98842
NRDC Rat 234 ADPDDLPGLARBIFLEBIMVFMGSL .. (X)¢; ..VEAVDSPYQLARPSDAN L27124
Pitrilysin E. coli 78 EDPEAYQGLAREYLpEMSLMGSK .. (X)¢; ..RNAVNABPILTMARTRDGM P05458
PqqF Klebsiella 39 HEPSRFPGLABILLIBILLFEYGGE .. (X)g; ..VAVIDARMYRLIQQHEPS P27508
yddc E. coli 66 QEEDNELGVAREIF VEIMMENGTK . . (X)¢ ..KLEVDABRGVITEEWRA p31828
PP? Bacillus ? HETPEINGISEFLIBIMFFKGTS .. (X)e ..KNVVYERMIKMYEDAPDD Q04805
B-MPP Rat 89 YENEKNNGTAEIFLppBIMAFKGTK .. (X)s ..RGVILREMQEVETNLQE 003346
8-MPP Yeast 61 AENVKNNGTABIFLJEELAFKGTQ .. (X)g ..RDVIIREMSEEVDKMYDE P10507
B-MPP Neurospora 74 AETDETNGTARFLIEILAFKGTT .. (X)s ..RDVILRBSEEVEKQLEE P11913
B-MPP1 Potato 133 FETEENNGVARBIFLEBIMIFKGTE .. (X)s; . .RSVILRBPMEEVEKQPEE X80237
B-MPP2 Potato 130 FEDTETNGTARBFLEBIMIFKGTE .. (X)s ..RDVILRPIMEEVEGQTEE X80235
Core T Euglena 60 WETEKNNGVARIFLPREMNFKGTG .. (X)s ..ROQTIVQEKEDVEARIDE D16671
Consensus XXXXKXXXGXXHXXEHXXXXGXX (X) 5556 XXXXXXEXXXXXXXKXX

Abbildung 2: Ausschnitt aus einem multiplen Sequenzvergleich im Bereich der Metallbindedoméne mit Pitrily-
sin, Insulin-Degrading Enzymes (IDE), N-Arginin-dibasischen Konvertasen (NRDC), einer putativen Protease
aus Bacillus subtilis (PP), YddC aus Escherichia coli, B-MPP-Untereinheiten und dem Core I aus Euglena
gracilis (Abbildung aus Braun & Schmitz, 1995b). Die Aminoséurereste des inversen Metallbindemotivs und
der an der Metallbindung beteiligte Glutaminsiurerest sind schwarz unterlegt. Aminosdurepositionen, die in
sieben der fiinfzehn Eiweille konserviert sind, sind grau unterlegt. Accession-Nummern der Proteine sind rechts

neben dem Alignment angegeben.

Die zwei Histidinreste des inversen Zinkbindemotivs und der 75-78 Aminosédurereste in
Richtung C-Terminus vom inversen Zinkbindemotiv entfernte Glutaminsiurerest sind Ligan-
den, welche ein divalentes Kation im aktiven Zentrum binden (Becker & Roth, 1993). Der
Glutaminsidurerest des inversen Zinkbindemotivs ist zwar essentiell, aber nicht an der
Bindung des divalenten Kations beteiligt (Becker & Roth, 1992; Perlman et al., 1993; Kitada
et al., 1998). Die Mitglieder der Pitrilysinfamilie sind hochspezifische Metalloendoproteasen.
Die physiologischen Funktionen dieser Proteasen sind vielfiltig. Beispielsweise sind Insulin
oder der ,Transforming grow factor a‘ Substrate fiir das ,Insulin-Degrading Enzym®, ein
Somatostatin-Vorlduferprotein ist Substrat fir NRD-Konvertasen und Peptidfragmente des
Héamoglobins sind Substrat fiir das Falcilysin, einer Protease des Malariaerregers Plasmodium
falciparum (Shii et al., 1986; Affholter et al., 1988; Chesneau et al., 1994; Kolakovich
Eggleson et al., 1999). Bisher ungeklirt ist, wie die hohe Spezifitit dieser Enzyme in Bezug
auf die Schnittstellen in den Substraten erreicht wird. Sicher scheint jedoch, dal3 sekundér-
bzw. tertidrstrukturelle Elemente in die Substraterkennung involviert sind.

Die Mitglieder der Pitrilysinfamilie konnen auf Grund ihrer GréBe zwei Unterfamilien zuge-
ordnet werden, einer Unterfamilie von Proteinen mit Molekulargewichten von ca. 100 kDa
und einer Unterfamilie von Proteinen mit Molekulargewichten von ca. 50 kDa. In die zweite
Unterfamilie werden die Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease einge-

ordnet (Braun & Schmitz, 1995b).
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Charakteristika der MPP-Untereinheiten und ihre Beziehung zu den Core-Proteinen der

Cytochrom c Reduktase

Die mitochondriale Prozessierungsprotease wurde zuerst aus Neurospora crassa und wenig
spater aus weiteren Organismen isoliert (Hawlitschek et al., 1988; Yang et al., 1988; Ou et al.,
1989; Kleiber et al., 1990; Braun et al., 1992). Alle bisher identifizierten mitochondrialen
Prozessierungsproteasen werden von der o und der B-Untereinheit gebildet, deren moleku-
lare Massen zwischen 50 kDa und 57 kDa liegen. Interessant ist, da3 sich die Interaktion der
beiden Untereinheiten bei den Prozessierungsproteasen verschiedener Organismen unter-
scheidet. In Hefe und Ratte bilden a-MPP und B-MPP einen festen Komplex, der aus der
mitochondrialen Matrix als Heterodimer isoliert werden kann (Pfanner & Neupert, 1990; Geli
et al., 1990; Brunner et al., 1994). In N. crassa liegen die beiden Untereinheiten der mito-
chonrialen Prozessierungsprotease zum Teil als individuelle Proteine in der mitochondrialen
Matrix vor, konnen aber auch als Dimere isoliert werden. Alpha-MPP ist in N. crassa ein eher
seltenes Protein (0,03 % des mitochondrialen Proteins). Beta-MPP kommt ca. 15 mal héufiger
vor als a-MPP, wobei 75 % des B-MPPs mit dem Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex assoziiert
vorliegen. Beta-MPP ist mit dem Core I-Protein des Cytochrom c¢ Reduktase-Komplexes
identisch (Schneider et al., 1990; Weiss et al., 1990). Das aufgereinigte Core I-Protein (j3-
MPP) ist ebenso wie der intakte Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex gemeinsam mit der o-
MPP-Untereinheit zur Prozessierung mitochondrialer Vorlduferproteine fihig. Bei Kartoffel
und weiteren hoheren Pflanzen (Weizen und Spinat) ist die Aktivitdt der mitochondrialen
Prozessierungsprotease nicht in der mitochondrialen Matrix lokalisiert, sondern an die innere
mitochondriale Membran gebunden. Die Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-
protease sind vollstindig mit dem Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex assoziiert und identisch
mit den Core-Proteinen (Untereinheit I und II) dieses Komplexes (Braun et al., 1992;
Eriksson et al., 1994; Braun et al., 1995). Damit sind die Cytochrom ¢ Reduktasen hoherer
Pflanzen bifunktionelle Enzyme, wobei ihre zwei Enzymaktivitidten voneinander unabhéngig
sind (Emmermann & Schmitz, 1993; Braun & Schmitz, 1995c).

Sequenzvergleiche der Core-Proteine und der Untereinheiten der mitochondrialen Prozes-
sierungsprotease belegen klar die Zugehorigkeit aller vier Proteine zur Pitrilysinfamilie.
Deutlich wird aber auch, da3 nur die B-MPPs eine vollstdndige inverse Zinkbindedoméne
besitzen und deshalb den proteolytisch wirkenden Teil der mitochondrialen Prozessierungs-

proteasen darstellen miissen. Bei den o-MPPs und Core-Proteinen fehlt mindestens eine der
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an der Metallbindung beteiligten Aminoséuren. Eine Ausnahme davon stellt das Core 1 von

Euglena gracilis dar (Abb. 3a).

B-MPP Rat 92 EKNNGTAREFLEBIMAFKGTK.. (X)e; . .RGVILRBEIMQEVET 003346
B-MPP Yeast 64 VEKNNGTARBIFLIMMLAFKGTO.. (X)¢; . .RDVIIRBISEEVDK P10507
B-MPP Neurospora 77 DETNGTARIFLEEILAFKGTT.. (X)¢, . .RDVILR@SEEVEK P11913
B-MPP potato 136 EENNGVABIFLEBMIFKGTE.. (X)s, ..RSVILREVEEVEK X80237
Core I Euglena 63 EKNNGVABFLPEMMNFKGTG.. (X)¢; . .RQTIVQEIKEDVEA D16671
Core I Beef 84 EKNNGAGYFVPEEBMILAFKGTK.. (X)e; . .RDVILQELQENDT P31800
Core I Human 84 ERKNNGAGYFLBEBILAFKGTK.. (X)e, . .RDVILRBMQENDA D26485
Core I Yeast 64 PYNNGVSNLWEKNIFLSKEN.. (X)g ..VLKQVQDFEENDH P07256
0-MPP Rat 102 KYLSGIABIFLEKLAFSSTA.. (X)s ..RMAVQFELEDLNNM P20069
0-MPP Yeast 55 RNLKGCTBIILDRLAFKSTE.. (X)e, ..KLSAEYPMIDEVWM P11914
o—MPP Neurospora 88 DYVRGASEIIMDRLAFKSTS.. (X)g . .IMTAQYMVNEIWS P23955
0-MPP Potato 111 PASYGATBILLERMAFKSTL.. (X)s, ..LEKVKABRJISEYSK P29677
Core II Rat 73 YNYLGTSBILLRLASTLTTK.. (X)¢g, . .RSQLKIDKAVAFQ P32551
Core II Beef 74 SNNLGTSBILLRLASSLTTK.. (X)s2 ..QPQLRIDKAVALQ P23004
Core II Human 74 FSNLGTTEILLRLTSSLTTK.. (X)g ..QPQLKIDKAVAFQ P22695
Core II Yeast 42  ATKDGVABILLNRFNEQNTN.. (X)es . .LPAARYDYAVAEQ P07257
Core II Euglena 90 IFNAGISSEMKBEIALTKDGL.. (X)¢ ..KRLVELBISKETKR D16672

A
B-MPP Rat 309 IcCHMVANTHIENWDOR-FFrEE-EVNL SPK@MAQLTCHGNLCH Q03346
B-MPP Yeast 284 FVALATEAIV[ENWDR-AI[T-grNspErMAAASOQNIGSLAN P10507
B-MPP Neurospora 297 FTGLVTAIV[ENYDK -AL[N-APHQGEKMSGFHIKHEDLAT P11913
B-MPP Potato 356 IafMvM@oMLlgs wNK-BHs[fd- R McHEMvV ORMAINELAE X80237
Core I Euglena 278  IKIKVHEEQMLIgSYSR-DKEE-AAYSCFARAIVMDFYDPKV D16671
Core I Beef 302 vafovaNAII[gHYDC-TY[Rg-[@aruHL SPPMASIAATNKLCOQ P31800
Core I Human 302 VvAMQVANAII[gHYDC-Tv[Rg-[gvHL SEPMASGAVANKLCOQ D26485
Core I Yeast 276 FVAKLAAQIF[@SYN--AFEP-ASRLQGIKLLDNIQEYQLC P07256
0-MPP Rat 334 IPF SAGGPGKG MM . N R H WM P20069
0-MPP Yeast 274 YA § AGGPGKGMYSRLY AV L N O faGRY P11914
O-MPP Neurospora 374 YA AGGPGKGMYSRL YNV L N O |sNehilY P23955
0-MPP Potato 324 MT AGGPGKGMYSRL YAV LN Q jaNel P29677
Core II Rat 283 NAFSViMeHM LI Al P - - - ITKRENNT TEIL S OAMAKGSQQP P32551
Core II Beef 284 NAFSVMeHVLIgAlgP H - 1S IO AR KGVHQP P23004
Core II Human 284 NAFSvpRHVLlgAlgPH - - - VKRGS NTTEjuHOANAKATOQQP P22695
Core II Yeast 258 NYP@TSALSELSELIB---SAKLDKFTDGGLFTLFVRDQDS P07257
Core II Euglena 309 AFKBPGRSNLKEHAA---SLVIAQALENAVSPMNTSFAP D16672

B

Abbildung 3: Zwei Ausschnitte aus einem multiplen Sequenzvergleich mit MPP-Untereinheiten und Core-
Proteinen aus verschiedenen Organismen (Abbildung aus Brumme et al., 1998). A: Alignment im Bereich der
Metallbindedoméne. Aminosdurereste des inversen Zinkbindemotivs und der an der Metallbindung beteiligte
Glutaminséurerest sind schwarz unterlegt, andere Aminosaurereste, die in mindestens sechs der Proteine konser-
viert sind, sind grau unterlegt. B: Alignment im Bereich der a-MPP-Doméne. Aminosdurepositionen, die in
mindestens drei der vier o-MPPs konserviert sind, sind schwarz unterlegt, weitere Aminosédurereste, die in
mindestens sechs Proteinen konserviert sind, sind grau unterlegt. Accession-Nummern der Proteine sind rechts

neben den Alignments angegeben.

Da sowohl o-MPP als auch B-MPP fiir die Aktivitidt der mitochondrialen Prozessierungs-
protease in allen Organismen essentiell sind, stellt sich die Frage nach der Funktion von o-
MPP (Geli et al., 1990; Saavedra-Alanis et al., 1994; Kojima et al., 1998). Auf Grund ver-
schiedener experimenteller Daten wird vermutet, dal o-MPP in die Substraterkennung und
die Substratbindung involviert ist (Yang et al., 1988; Luciano et al., 1997; Shimokata et al.,
1998). Jedoch scheint fiir eine effektive Substratbindung der Komplex aus beiden Unterein-
heiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease erforderlich zu sein (Shimokata et al.,
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1998; Ito, 1999). Eine nur bei den o-MPP-Untereinheiten konservierte hydrophobe glycin-
reiche Doméne mit einer Linge von 20 Aminosdureresten in der C-terminalen Hélfte der

Proteine hat vermutlich eine entscheidende Bedeutung fiir die Funktion dieser Untereinheiten

(Abb. 3b).

4. Ein Modell zur Evolution von MPP-Untereinheiten und Core-Proteinen

Die strukturelle Ahnlichkeit von Core-Proteinen der Cytochrom ¢ Reduktase und Unterein-
heiten der mitochondrialen Prozessierungsproteasen sowie der Sachverhalt, da3 B-MPP und
Core I in N. crassa und hoheren Pflanzen sowie a-MPP und Core II von hoheren Pflanzen
identische Proteine sind, werfen eine Reihe von Fragen auf. (i) Warum sind Komponenten des
Proteinimportapparates strukturell mit Untereinheiten eines Proteinkomplexes der Atmungs-
kette verwandt? (ii) Welche Ursache gibt es fiir die Bifunktionalitdt der Cytochrom ¢ Reduk-
tasen von Pflanzen? (iii) Stammen die Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-
protease von den Core-Proteinen der Cytochrom ¢ Reduktase ab, oder verhilt es sich umge-
kehrt? Eine mogliche Antwort auf diese Fragen gibt ein Modell (Abb. 4) zur Evolution der
Core-Proteine und MPP-Untereinheiten (Braun & Schmitz, 1995b).

In diesem Modell wird ausgehend von der Endosymbiontenhypothese eine bakterielle
pitrilysinartigen Protease als Vorfahre der Core/MPP-Proteine postuliert. Diese hat im Zuge
der Endosymbiose die Fiahigkeit zur Abtrennung der Leitsequenzen von Vorlduferproteinen
entwickelt. Die Urprotease war ein hydrophiles Protein im Cytosol des Bakteriums. Das Ur-
MPP-Protein heftete sich spéter an die Cytochrom ¢ Reduktase an. Moglicherweise bedeutete
die Anheftung der Protease an die Cytochrom ¢ Reduktase einen Vorteil, weil durch die
Lokalisierung an der Membran ein unmittelbarer Zugriff auf die importierten Proteine
moglich war. Eine alternative Erklarungsmoglichkeit ist, daB der Cytochrom c¢ Reduktase-
Komplex abhingig von neuen zur Matrix orientierten Untereinheiten wurde, um vor den
Matrixproteasen besser geschiitzt zu sein (Boumans et al., 1997). Spéter in der Evolution hat
zunéchst ein Genduplikationsereignis zur Evolution zweier verschiedener Untereinheiten der
mitochondrialen Prozessierungsprotease gefiihrt. Dieser relativ urspriingliche Zustand ist in
den Mitochondrien hoherer Pflanzen erhalten. Im weiteren Verlauf der Evolution kam es zu
einem schrittweisen Ablosen der beiden Protease-Untereinheiten von der Cytochrom c
Reduktase, moglicherweise um das ,Proteinprozessing‘ und die Atmungskette unabhidngig
voneinander regulieren zu koénnen. Da die Untereinheiten der Prozessierungsprotease durch

die Co-Evolution der Protease und Cytochrom ¢ Reduktase inzwischen unentbehrlich fiir die
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Assemblierung des Komplexes waren, konnte diese Entwicklung nur von weiteren Gen-
duplikationsereignissen ausgehen. Die Core-Proteine von Séugetieren und Hefe sind aus

dieser Perspektive evolutiondre Relikte der mitochondrialen Prozessierungsprotease.

Cc Cc
M (b) ™

L (a) ©

be,

Complex @
(e)

Abbildung 4: Hypothetisches Modell zur Co-Evolution der Cytochrom c¢ Reduktase (bc; Komplex) und der

M (d) m

mitochondrialen Prozessierungsprotease (MPP) (Abbildung aus Braun & Schmitz, 1995b). a: unabhéngiges
Vorliegen des Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexes und einer l6slichen Protease (P) im Cytoplasma des Vor-
laufers der Mitochondrien. b: Umwandlung der Protease zu einer Prozessierungsprotease und Assoziation dieser
an die Cytochrom ¢ Reduktase wihrend der frithen Endosymbiose. ¢: Entwicklung einer dimeren im Cytochrom
¢ Reduktase-Komplex integrierten Prozessierungsprotease, bestehend aus einer o- und einer -Untereinheit (ot
MPP und B-MPP) nach einer Genduplikation. Die Situation entspricht derjenigen in hoheren Pflanzen. d: Das
Ablosen der o-MPP-Untereinheit aus dem Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex, welche inzwischen essentiell fiir
die Assemblierung des Komplexes geworden war, nach einem Genduplikationsereignis fiihrt zur Entwicklung
des Core II-Proteins. Die Situation liegt in Neurospora crassa vor. e: Das Ablsen der B-MPP-Untereinheit vom
Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex, welche inzwischen ebenfalls essentiell fiir die Assemblierung des Komplexes
geworden war, fithrt zur Entstehung des Core I-Proteins nach einem weiteren Genduplikationsereignis. Dieses
Stadium reflektiert den Zustand in Sdugetieren und in Hefe. C, Cytoplasma; BM, bakterielle Membran; M,
Matrix; IM, innere mitochondriale Membran; IMP, Intermembranraum; L, Lumen; OM, duflere mitochondriale

Membran.

5. Zielsetzung der Arbeit

Das von Braun und Schmitz (1995b) aufgestellte Modell zur Evolution der MPP-Unterein-

heiten und Core-Proteine ist die Arbeitshypothese der vorliegenden Dissertation. Es postuliert
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einen Ausgangspunkt fiir die Entwicklung der MPP- und Core-Proteine und eine zeitliche
Reihenfolge von noch heute in rezenten Organismen vorkommenden Stadien in der Co-Evo-
lution von MPP und dem Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex. Durch gezielte Untersuchungen
sollen bestitigende oder widerlegende Indizien fiir diesen vorgeschlagenen Ausgangspunkt
und die postulierte Richtung der Evolution erarbeitet werden. So soll gezeigt werden, da3 zu
den Vorfahren der Mitochondrien nahe verwandte, rezente Bakterien Proteasen besitzen, die
mit der mitochondrialen Prozessierungsprotease moglicherweise von einer gemeinsamen Ur-
Protease abstammen. Aullerdem sollen die Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexe verschiedener
Organismen, darunter niedere Pflanzen, isoliert und charakterisiert werden, um Indizien fiir
den urspriinglichen Zustand in der Co-Evolution von MPP und dem Cytochrom ¢ Reduktase-
Komplex zu finden. Durch eine gezielte Verdnderung der Core II-Untereinheit der Cytochrom
¢ Reduktase von N. crassa soll die Prozessierungsaktivitit des Komplexes rekonstituiert wer-
den. Damit soll der Beweis dafiir erbracht werden, daf} das Core II-Protein ein Relikt der o-
MPP-Untereinheit der Prozessierungsprotease ist. Ferner werden umfangreiche phylogene-
tische Untersuchungen anhand von Stammbdumen durchgefiihrt, die Auskunft tiber die Ab-
stammungsverhéltnisse der Mitglieder der Pitrilysinfamilie, insbesondere die verwandt-

schaftlichen Beziehungen zur mitochondrialen Prozessierungsprotease, geben sollen.
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II1. Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien, Losungsmittel und sonstige Verbrauchsmittel

Die Losungsmittel und verwendeten Chemikalien zur Herstellung von Medien, Puffern,
Losungen etc. wurden von den Firmen Serva, Heidelberg (research grade); Biorad, USA
(Elektrophoresis purity grade); Merk, Darmstadt und Fluka, Darmstadt bezogen. Restriktions-
endonukleasen, Polymerasen und DNA-modifizierende Enzyme der Firmen Boehringer
Mannheim, Mannheim; Eurogentec, Belgien und New England Biolabs, USA wurden ver-
wendet. Auf die Hersteller von Saulenmaterialien, Filtern, Apparaturen und verwendeten Kits

wird im Methodenteil verwiesen.

1.2 Versuchsorganismen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen mit folgenden Organismen

durchgefiihrt:

Versuchsorganismus Bezugsquelle/Anbieter
Erwinia Chrysanthemi (ATCC 8484) Professor G. Auling, Hannover
Escherichia coli-Stimme: XL1-Blue Stratagene, Heidelberg
BB4 Stratagene, Heidelberg
SOLR Stratagene, Heidelberg
XL1-Blue MRF Stratagene, Heidelberg
XLORL Stratagene, Heidelberg
BL21 (DE3) Novagen, USA
Equisetum arvense (Ackerschachtelhalm) natiirliche Vorkommen
Neurospora crassa: Wildtyp K93-5a Dr. H. Prokisch, Hannover
Platycerium bifurcatum (Geweihfarn) Berggarten, Hannover
Polytomella spp.(198.80, E. G. Pringsheim) SAG-Sammlung von Algenkulturen,
Gottingen
Reclinomonas americana Stamm NZ (ATCC 50394) American Type Culture Collection,
USA
Rhodobacter sphaeroides (ATCC 17023) Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Braunschweig
Solanum tuberosum (Kartoffel) Einzelhandel

Tabelle 1: verwendete Organismen
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1.3 Antikdrper

Die aufgefiihrten Antikorper wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwandt:

Antigen

Core 1

Core 11
FeS-Protein
3-MPP

Prozessierungsprotease homologes Protein (RSP)

Tabelle 2: Antikorper, die fiir die Durchfithrung dieser Arbeit zur Verfiigung standen.

1.4 Plasmide und Expressionsvektoren

Organismus

Neurospora crassa
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Rhodobacter sphaeroides

Die aufgefiihrten Plasmide und Expressionsvektoren dienten entweder zur Vermehrung und

Identifizierung von speziellen DNA-Fragmenten oder zu ihrer Expression in E. coli bzw.

Neurospora crassa. Der genaue Verwendungszweck ist in Tabelle 3 angegeben.

Vektor

einklonierte Sequenzg

Selektionsmarke

Verwendung

pBluescript SK-
(Stratagene, Heidelberg)

core II,
verindertes core 11
aus N. crassa

Ampicillin

Identifizierung der
cDNA, Vermehrung
in SOLR, XL1-Blue

pBARMTEI core II, Basta Expression der Gene
(Fungal Genetics Stock | verdndertes core 11 in N. crassa
Center, USA) aus N. crassa
PET-11d B-mpp, o-mpp, core 11, | Ampicillin Expression in
(Novagen, USA) verindertes core II BL21(DE3),
aus N. crassa Coexpression von
B-mpp mit core I und
verdndertem core II in
BL21(DE3)
pET-28a core 11, Kanamycin Coexpression der
(Novagen, USA) verdndertes core 11 Gene mit S-mpp in
aus N. crassa BL21(DE3)
pBK-CMV-Phagemid rsp aus Rhodobacter | Kanamycin Identifizierung der
(Stratagene, Heidelberg) |sphaeroides DNA, Vermehrung in
XLORL, XL1-Blue
pET-21b rsp aus Rhodobacter | Ampicillin Expression des Gens

(Novagen, USA)

sphaeroides

in BL21(DE3)

Tabelle 3: Auflistung verwendeter Vektoren
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1.5 Oligonukleotide

Spezielle Oligonukleotide dienten entweder zum Screening von DNA-Banken oder als Primer

zur Amplifikation von DNA-Fragmenten durch PCR mit dem Ziel, diese in verschiedene

Vektoren einzuklonieren oder als Sonden einzusetzen. Die zur Anwendung gekommenen

Primer und ihre Funktionen sind im folgenden erklart.

Primerpaare
(Name des Primers, zur Klonierung in einen Vektor
eingefiihrte Restriktionsschnittstelle, Sequenz)

Erklirung

PB1: PshAl

5° TATATAgACTTCCgTCCTTCAgATgCTTATggg 3'

PB2: Narl

5° TATATAggCgCCCTgTggeTACTgATTTAAEAC 3°

Amplifikation einer 130 bp
Sequenz aus dem o~ mpp von
Solanum tuberosum zur
Einklonierung in das core Il von
N. Crassa

PB3: Amplifikation einer 102 bp

5" CTTCAgATgCTTATggg 3 Sequenz aus dem - mpp von

PB4: Solanum tuberosum, Herstellung

5' CTgTgggTACTEATTTA 3' der o[**P] markierten Sonde MCTR
FCHIM: Ncol Amplifikation von core Il und

5° ATATACCATggCTgCTgCTgCTTCTCCC 3°
RCHIM: BamHI
5 TATggATCCTATACCTTgAgACCgAg 3°

verdndertem core Il von N. crassa
zur Einklonierung in pET-11d

HC1: Ndel

5" ATATACATATggCTgCTgCTgCTTCTCCC 3°
RCHIM: BamHI

5 TATggATCCTATACCTTgAgACCgAg 3'

Amplifikation von core I und
verdndertem core Il von N. crassa
zur Einklonierung in pET-28a

RHH: Ndel

5" ATATACATATgACCETTCTCCTCgACA 3°
RHR2: Noitl

5° ATATAgCggCCgCeCggATCTGTgCgAggeC 3°

Amplifikation von rsp von
Rhodobacter sphaeroides zur
Einklonierung in pET-21b

Oligonukleotide zum Screening von Banken
(Name, Sequenz)

Erklirung

INZG:

5" DIG-TTRAANgCCATRTgYTCNARRAARTg 3

INZK:
5" DIG-CATRTgYTCNARRAARTg 3"

abgeleitet aus einer innerhalb
bakterieller Vertreter der
Pitrilysinfamilie konservierten
SequenzHF LEHM A F K bzw.
HFLEHM;

zum Screening einer genomischen
DNA-Bank von R. sphaeroides

COREIIN:
5" DIG- TTRAARAANggYTCNACCCAYTT 3°

abgeleitet aus einer bekannten
Peptidsequenz von Core II aus M.
crassa K WV EPFFK;

zum Screening einer cDNA-Bank
von N. crassa

Tabelle 4: Auflistung verwendeter Oligonukleotide
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2. Priparation von Mitochondrien

Die Préparation physiologisch intakter Mitochondrien erfolgte bei 4 °C.

2.1 Aufreinigung aus Solanum tuberosum
(nach Douce, 1985 und Braun & Schmitz, 1995a)

Handelsiibliche Kartoffelknollen wurden fiir die Isolation von Mitochondrien verwendet.
Diese wurden geschilt, zerkleinert, zum Zellaufschlufl in einem Verhiltnis von 1 : 1 mit
Aufschluipuffer (0,4 M Mannitol, 1 mM EGTA, 25 mM MOPS, 0,1 % BSA, 15 mM
B-Mercaptoethanol, 0,05 mM PMSF, pH 7,8) versetzt und mittels Kiichenmixer
homogenisiert. Das Lysat wurde durch zwei Lagen Nylonmembran (100 um Porengrof3e)
filtriert und anschlieBend 5 Minuten bei 3500 x g zur Abtrennung von Zellbruchstiicken,
Zellkernen und Amyloplasten zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde die Mitochondrien-
fraktion durch Zentrifugation bei 18000 x g fiir 30 Minuten pelletiert. Zur weiteren Auf-
reinigung wurde diese in Resuspensionspuffer (0,4 M Mannitol, 10 mM KH,PO4, 1 mM
EGTA, 0,1 % BSA, 0,1 mM PMSF, pH 7,2) aufgenommen, mit einem ,Dounce-
Homogenisator* homogenisiert und durch Zentrifugation bei 70000 x g fiir 45 Minuten in
einem dreiphasigen Percoll-(Pharmacia, Schweden) Gradienten (14 %, 26 %, 45 % Percoll in
0,4 M Mannitol, 10 mM KH,PO4, 1 mM EGTA, 0,1 % BSA, 0,1 mM PMSF, pH 7,2)
fraktioniert. Die reinen Mitochondrien wurden an der Phasengrenze von 26 % zu 45 %
Percoll entnommen, zweimal gewaschen und danach in Resuspensionspuffer so

aufgenommen, dal} die Proteinkonzentration ca. 10 mg/ml betrug.

2.2 Isolation aus Platycerium bifurcatum
(nach Brumme et al., 1998)

Das Pflanzenmaterial wurde in Gewéchshédusern kultiviert. Auf Grund ihres geringen Gehal-
tes an Chloroplasten sind die sterilen Wedel der Farne gut fiir die Isolation von Mitochondrien
geeignet. Die Wedel wurden frisch geerntet, sofort zerkleinert und mit dem ca. doppelten
Volumen Aufschlupuffer im Kiichenmixer homogenisiert. Bei den weiteren Arbeitsschritten
wurde analog zum Protokoll fiir die Aufreinigung von Mitochondrien aus Solanum tuberosum
verfahren. Bei der Percoll-Gradientenzentrifugation reicherten sich die Mitochondrien in zwei

Banden in der 45 %-26 % Interphase und der 26 % Phase an. Die mitochondriale Fraktion
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wurde so in Resuspensionspuffer aufgenommen, daf eine Konzentration von 1 mg mitochon-

driales Protein/ml eingestellt wurde.

2.3 Isolation aus Equisetum arvense

(nach Brumme et al., 1998)

Etiolierte unter der Erde liegende Teile der Sprosse aus natiirlichen Pflanzenbestédnden wur-
den verwendet. Die Epidermis dieser wurde abgeschilt und die Sprof3abschnitte wurden zu ca.
5 cm grofBen Stiicken zerkleinert. Der Aufschlufl des Pflanzenmaterials erfolgte mit dem ca.
zehnfachen Volumen AufschluBBpuffer durch Mérsern. Die Aufreinigung der mitochondrialen
Fraktion wurde analog zum Protokoll fiir die Isolation von Mitochondrien aus Solanum
tuberosum durchgefiihrt. Im Percoll-Gradienten bildete die mitochondriale Fraktion eine
helle, rotbraune Bande in der 26 % Phase. Die Mitochondrien wurden vom Percoll-Gradien-
ten abgenommen, mit Resuspensionspuffer gewaschen und darin aufgenommen. Die

Konzentration des mitochondrialen Proteins betrug ca. 1,5 mg/ml Probe.

2.4 Aufreinigung aus Polytomella spp.
(nach Gutiérrez-Cirlos et al., 1994, modifiziert)

Polytomella spp. (198.80, E. G. Pringsheim) wurde in 2,5 I Kolben in Polytomella Medium
nach Schlosser (1994) bei 25 °C kultiviert. Nach ca. 4 bis 5 Tagen Wachstum wurden die
Zellen durch Zentrifugation bei 2000 x g fiir 10 Minuten pelletiert. Das Zellpellet wurde
zweimal in 20 mM Na-Phospatpuffer, pH 7,0, gewaschen und danach in 4 Volumen 0,32 M
Saccharose, 4 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, resuspendiert. Der Zellaufschluf3 erfolgte
mittels ,Dounce-Homogenisator‘. Das resultierende Homogenisat wurde zweimal fiir 8
Minuten bei 1000 x g zentrifugiert. Die mitochondrialen Fraktion wurde durch Zentrifugation
des Uberstandes fiir 15 Minuten bei 10000 x g erhalten und danach in Resuspensionspuffer
aufgenommen. Zur weiteren Aufreinigung der mitochondrialen Fraktion erfolgte eine Percoll-
Stufengradientenzentrifugation mit 14 %, 22 % und 45 % Phasen fiir 45 Minuten bei
70000 x g. Die mitochondrialen Banden wurden aus der 45 %-22 % Interphase und der
22 %-14 % Interphase abgenommen. Nach zwei Waschschritten wurden die Mitochondrien in
Resuspensionspuffer aufgenommen, so daB3 die Konzentration an mitochondrialem Protein

2 mg/ml betrug.
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2.5 Isolation aus Reclinomonas americana
(nach Lang et al., 1977, modifiziert)

Reclinomonas americana Stamm NZ (ATCC 50394) wurde bei 24 bis 26 °C unter Schiitteln
bei 100 rpm in mit Erwinia Chrysanthemi (ATCC 8484) bakterisiertem ATCC-Medium 802
kultiviert. Zu Beginn der stationdiren Wachstumsphase wurden die Kulturen durch Zentri-
fugation bei 5000 x g fir 5 Minuten geerntet. Die Zellpellets wurden einmal mit 0,6 M
Sorbitol, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, gewaschen und danach im Verhéltnis 1 : 2,5
im gleichen Puffer resuspendiert. Der Aufschlul der Zellen erfolgte mittels Glaskugeln
(0,25-0,56 mm Durchmesser). Dazu wurde die Zellsuspension mit den Glaskugeln (3 g/ml
Zellsuspension) bei einer Frequenz von 2 Hz kréftig auf- und abgeschiittelt. Die Anreicherung
einer Mitochondrien enthaltenden Fraktion aus dem Lysat erfolgte durch zwei differentielle
Zentrifugationschritte und anschlieBende Percoll-Gradientenzentrifugation analog zum
Protokoll zur Isolation von Mitochondrien aus Solanum tuberosum. Mitochondrien ent-
haltende Banden konnten aus der 26 % Phase des Percoll-Gradienten entnommen werden.
Diese wurden nach zweimaligem Waschen zu einer Konzentration von 1 mg/ml

mitochondriales Protein in Resuspensionspuffer aufgenommen.

2.6 Aufreinigung aus Neurospora crassa
(nach Schleyer et al., 1982)

Zur Aufreinigung von Neurospora crassa Mitochondrien wurde in Flissigkulturen eine sich
in der exponentiellen Wachstumsphase befindliche Myzelmasse herangezogen. Dazu wurden
die Flussigkulturen mit Konidien angeimpft und {iber Nacht in Schikanen-Erlenmeyerkolben
bei 29 °C und 170 rpm geschiittelt. Als Medium wurde Minimalmedium nach Vogels (1964)
verwendet. Die Hyphen der Ubernachtkultur wurden mittels Glasfilternutsche auf Filterpapier
abgesaugt und dreimal mit eiskaltem Wasser gewaschen. Der Zellaufschlufl erfolgte durch
Morsern unter Zugabe der gleichen Menge Seesand und Hyphen und dem ca. doppelten
Volumen an 250 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 10 mM MOPS, 0,1 % BSA, 0,1 mM PMSF,
pH 7,2. Uber zwei differentielle Zentrifugationsschritte, wie im Protokoll zur Isolation von
Mitochondrien aus Solanum tuberosum beschrieben, erfolgte die Aufreinigung der Mitochon-
drien. Die mitochondriale Fraktion wurde so in Resuspensionspuffer aufgenommen, daf die

Konzentration an mitochondrialem Protein 10 mg/ml betrug.
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3. Proteinbiochemische Methoden

3.1 Grundmethoden der Proteinanalyse

Glycin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(nach Laemmli, 1970)

Dieses diskontinuierliche Gelsystem wurde zur Auftrennung von radioaktiv markierten
mitochondrialen Vorlduferproteinen von ihren reifen Formen genutzt sowie zur schnellen
Analyse von Zelllysaten aus Uberexpressionsversuchen. Die Acrylamidkonzentrationen
betrugen je nach Anwendung im Sammelgel 4,5 % und im Trenngel 8 %-12 %. Zur Auf-
trennung von maximal 150 pg Gesamtprotein je Spur wurden Protean II Gelapparaturen
(Biorad, USA) mit den Dimensionen 20 x 16 x 0,15 cm verwendet. Die Herstellung der Gel-
l6sungen fiir die diskontinuierliche Gelelektrophorese erfolgte nach Laemmli (1970). Als

Proteinstandard diente der ,,Rainbow-Marker“RPN 756 (Amersham, England).

Tricin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(nach Schigger & von Jagow, 1987)

Das Gelsystem besitzt vergleichsweise zur Glycin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
bessere Trenneigenschaften fiir kleine Proteine mit GréBen unter 20 kDa. Es eignet sich auf
Grund des Fehlens von Glycin im Laufpuffer als préparatives Gel mit anschlieBendem Blot
und darauffolgender Proteinsequenzierung besser als das Glycin-Gelsystem. Unter anderem
kam es als 2. Geldimension nach Blau-Nativer-Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE)
von Proteinkomplexen zur Anwendung. Die Acrylamidkonzentrationen betrugen im Proben-
gel 4 %, im Spacergel 10 % und im Trenngel je nach Anwendung 12 % bzw. 16,5 %. Die
Herstellung des Gels sowie der Gellauf erfolgten wie in Schiagger und von Jagow (1987) be-
schrieben. Die Gelapparatur, der eingesetzte Proteinstandard und die maximal auftrennbare
Gesamtproteinmenge pro Spur waren identisch zur Glycin-SDS-Polyacrylamidgel-

elektrophorese.
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Blau-Native-Polyacrylamidgelelektrophorese
(nach Schigger & von Jagow, 1991 und Schigger et al., 1994)

Die Blau-Native-Polyacrylamidgelelektrophorese ist ein diskontinuierliches elektro-
phoretisches System zur nativen Auftrennung von Proteinkomplexen aus Membranen. BN-
PAGE wird in Gegenwart von Coomassie durchgefiihrt. Dieses bindet an die Protein-
komplexe und verleiht ihnen eine negative Nettoladung, ohne die native Struktur zu be-
einflussen. Damit wird es moglich, die Proteinkomplexe entsprechend ihres Molekular-
gewichtes aufzutrennen. Zur Charakterisierung der Untereinheitenkomposition der Komplexe
konnen denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophoresen als zweite Geldimensionen
durchgefiihrt werden.

BN-PAGE wurde hier zur Auftrennung von mitochondrialen und bakteriellen Protein-
komplexen genutzt. Dabei wurden als Trenngele Acrylamid-Gradientengele zwischen 4,5 %
(Polyacrylamid, T =4,5 % / C =3 %, 250 mM ACA, 25 mM Bis-Tris, pH 7,0 bei 4 °C) und
12,6 % (Polyacrylamid, T = 12,6 % / C =3 % , 250 mM ACA, 20 % Glycerin, 25 mM Bis-
Tris, pH 7,0 bei 4 °C) bzw. 16 % (Polyacrylamid, T=16 %/ C =3 %, 250 mM ACA, 20 %
Glycerin, 25 mM Bis-Tris, pH 7,0 bei 4 °C) und 4 %ige Sammelgele (Polyacrylamid, T =4 %
/ C 3 %, 250 mM ACA, 25 mM Bis-Tris, pH 7,0 bei 4 °C) verwendet. Aufgetrennt wurde
maximal 1 mg mitochondriales bzw. bakterielles Protein.

Die Mitochondrien, welche wie unter 2.2 beschrieben hergestellt wurden, wurden durch
Zentrifugation bei 15000 x g sedimentiert, anschlieend in 75 pl 750 mM ACA, 50 mM Bis-
Tris, 0,5 mM EDTA, pH 7,0, aufgenommen und durch Zugabe von 15 pl 10 % n-Dodecyl-
maltosid solubelisiert. Unlosliche Probenbestandteile wurden durch Zentrifugation bei
15000 x g abgetrennt. Die Zugabe von 15 pl einer 5 % igen Coomassie-Stammldsung in
750 mM ACA erfolgte unmittelbar vor dem Auftragen der Proben.

Bakterielles Zelllysat mit einer Proteinkonzentration von 10 pg/ul wurde nach Farchaus und
Wachtveitl (1993) hergestellt, im Verhéltnis 1 : 1 mit 1,5 M ACA, 100 mM Bis-Tris, | mM
EDTA, pH 7,0, gemischt und durch Zugabe von 15 pl 10 % n-Dodecylmaltosid solubelisiert.
Die weitere Probenvorbereitung erfolgte analog zur Probenvorbereitung fiir die Auftrennung
von mitochondrialen Proteinkomplexen.

Der Probenlauf erfolgte bei 4 °C mit einer Einlaufphase von 45 Minuten bei 100 V und einer
Auftrennphase von ca. 6 Stunden bei einer bis zu 500 V ansteigenden Spannung. 50 mM
Tricin, 0,1 % Serva Blue G, 0,03 % n-Dodecylmaltosid, 15 mM Bis-Tris, pH 7,0 bei 4 °C
diente als Kathodenpuffer, 50 mM Bis-Tris, pH 7,0 bei 4 °C als Anodenpuffer.
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Fiirbung von Proteingelen

Die Proteingele wurden je nach Anforderungen an die Farbung mit 0,25 % Coomassie in
45 % Methanol, 10 % Essigsdure gefarbt und mit 35 % Methanol, 7,5 % Essigsdure entfarbt
oder nach Heukeshoven & Dernick (1988) Silber-getérbt.

Western Blotting
(nach Towbin et al., 1979)

Der Transfer von Proteinen aus Gelen auf geeignete Filtertrdger erfolgte in einer Naf3blot-
Apparatur (Trans Blot Cell, 18 x 24 x 9,5 cm, Elektrodenabstand 8 cm, Biorad, USA).
Abhingig vom geplanten Nachfolgeexperiment wurden Puffer, Filtertrdger und Blot-
bedingungen gewdhlt.

Fir das Blotten von Proteinen aus préparativen Gelen zur anschlieBenden Protein-
sequenzierung wurden Polyvinylidendifluorid- (PVDF) Membranfilter (Millipore, USA)
verwendet, die nach Herstellerangaben vorbehandelt wurden. Das Blotten erfolgte bei
500 mA fiir ca. 15 Stunden in 20 mM Tris-HCI, 0,05 % SDS, ImM DTT, 20 % Methanol,
pH 8,8 bei 4 °C. AnschlieBend wurden die Membranfilter in destilliertem Wasser gewaschen,
mit 0,5 % Ponceau-S (Sigma, USA) in 1 % Essigsdure geférbt und mit destilliertem Wasser
entfirbt. Die auf diese Weise visualisierten Proteinbanden wurden ausgeschnitten und zur
Proteinsequenzierung verwendet.

Erfolgte nach dem Blotten die Identifizierung einzelner Proteinbanden mittels Immunfiarbung
wurden Nitrozellulosefilter BA 83 (Schleicher und Schuell, Dassel) verwendet. Als Blotpuffer
kam 20 mM Tris-HCI, 150 mM Glycin, 20 % Methanol zum Einsatz. Das Blotten bei 200 mA

fiir 6 Stunden war ausreichend fiir einen nahezu vollstdndigen Transfer der Proteine.

Immunfirbung

(nach Hsu et al., 1981)

Das zur Anwendung gekommene Verfahren zur Immunodetektion von Proteinen basiert auf
einer liber das Biotin-Avidin-System verstiarkten Farbreaktion. Unter Nutzung des Vecastain-
ABC-Kit (Vector Inc.,USA) und 0,1 M Tris-HCI, 0,1 % Tween 20, 0,15 M NaCl, pH 7,4 als
Inkubationspuffer wurde wie folgt verfahren: Die Western Blots wurden nacheinander fiir

jeweils mindestens 2 Stunden mit primdrem Antikorper (1:1000 in Inkubationspuffer
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verdiinnt) und mit biotinyliertem sekundédren Antikorper (1 Tropfen auf 15 ml Inkubations-
puffer) inkubiert. Der darauffolgende Inkubationsschritt mit dem Avidin-Peroxidase-Komplex
(e 1 Tropfen auf 15 ml Inkubationspuffer), dessen Bindung tiiber das Biotin an den
sekunddren Antikorper stattfindet, erfolgte fiir zwei Stunden. Die Entwicklung erfolgte mit
0,1 M Tris-HCl, 0,3 mM NiCl,, 0,03 % H»0,, 1,5 mM DAB (Sigma, USA), pH 7,4, wobei die
Peroxidase eine Reaktion mit H,O, als Oxidationsmittel katalysiert, in deren Folge DAB zu
einem dunklen Niederschlag oxidiert wird. Nach jedem Inkubationsschritt wurde dreimal 10

Minuten mit Inkubationslosung gewaschen.

Elektroelution von Proteinkomplexen

(nach Schigger, 1995)

In BN-Gelen aufgetrennte Proteinkomplexe koénnen unter bestimmten Voraussetzungen
mittels Elektroelution aus Gelstreifen nativ isoliert werden. Die Elektroelution mitochon-
drialer Proteinkomplexe wurde in einer Elektroelutionskammer (Electroeluter Concentrator
ECU-040, CBS Scientific Co., Del Mar, CA) iiber Nacht, bei 150 V und 4 °C in Elektroden-
puffer (25 mM Tricin, 0,1 mM PMSF, 7,5 mM Bis-Tris, pH 7,0) durchgefiihrt. Die so auf-
gereinigten Cytochrom ¢ Reduktasen konnten in Prozessierungs-Enzymtests eingesetzt

werden.

Sequenzierung von Proteinen

(nach Lottspeich, 1985)

Die Aminosduresequenzierung unter Anwendung der Phenylthiohydantoin-Methode (Edman,
1950) wurden von Dr. V. Kruft, Applied Biosystems GmbH, mittels automatischen Procise-
HT Proteinsequenzierer (Modell ABI 494A, Applied Biosystems, USA) durchgefiihrt.

3.2 Reinigung der Cytochrom ¢ Reduktase aus Neurospora crassa

(nach Weiss & Juchs, 1978, Weiss & Kolb, 1979 und Linke & Weiss, 1986)

Das hier angewandte Verfahren nutzt die hohe Bindungsspezifitit der Cytochrom ¢ Reduktase
zu ithrem natiirlichen Elektronenakzeptor, Cytochrom c, zur Aufreinigung der Cytochrom c
Reduktase mittels Affinitidtschromatographie. Diesem ersten Reinigungsschritt wurde eine

Druckfiltration und Gelfiltrationschromatographie nachgeschaltet.
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Alffinititschromatographie

Kovalente Kopplung von Cyrochrom c an CNBr-aktivierte Sepharose

5 g CNBr-aktivierte Sepharose (Pharmacia, Schweden) wurden in 50 ml 1 mM HCI vor-
gequollen und durch Waschen mit 0,1 M NaHCO; (pH 8,3) von Additiven befreit.
Anschlieende Inkubation fiir 3 Stunden im gleichen Puffer diente der Inaktivierung eines
Teils der Kopplungsgruppen. Nach dem Waschen der CNBr-aktivierten Sepharose mit
Kopplungspuffer (0,5 M NaCl, 0,1 M NaHCO;, pH 8,3) erfolgte die Kopplungsreaktion
dieser mit 27 mg Cytochrom ¢ fiir 3 Stunden in Kopplungspuffer. Anschliefend wurde
nacheinander mit Kopplungspuffer, 1 M Ethanolamin (pH 8,0) und alternierend mit
Kopplungspuffer und 0,1 M Na-Acetat, 0,5 M NaCl (pH 4,5) gewaschen. Das Sidulenmaterial
wurde mit Waschpuffer (20 mM Tris-Acetat, 0,04 % Triton X100, 0,2 mM PMSF, 5 %

Saccharose, pH 7,0) in eine Sdule (1 cm x 10 cm) gepackt und dquilibriert.

Chromatographische Auftrennung

Ca. 3 g Mitochondrien wurden abzentrifugiert, in hypotonischem Puffer (0,2 M Na-Phosphat,
pH 7,3) aufgenommen und durch Ultraschall aufgebrochen. Um Verunreinigung durch Cyto-
chrom ¢ zu vermeiden, sind zundchst unzerstorte Mitochondrien bei 5000 x g abzentrifugiert
worden. Die Cytochrom ¢ Reduktase enthaltenden Membranfragmente wurden durch Ultra-
zentrifugation bei 150000 x g fiir 90 Minuten pelletiert, danach in Wasser zu einer Protein-
konzentration von 40 mg/ml aufgenommen und durch 2 kurze Ultraschall-Impulse wieder in
Suspension gebracht. Durch Zusatz von Triton X-100 (Sigma, USA) zu einer Endkonzen-
tration von 3,3 % erfolgte die Solubelisierung der Membranproteine. Membranlipide und mit
thnen in Assoziation verbliebene Proteine wurden durch Zentrifugation bei 60000 x g von der
Probe abgetrennt. Der rotbraune Uberstand ist direkt auf die Cytochrom ¢ Sepharose-Siule
gegeben worden. Diese wurde mit ca. 3 Sdulenvolumen Waschpuffer gewaschen. Die Elution
von gebundenem Protein erfolgte iiber einen linearen Salzgradienten mit 50 ml 20-200 mM
Tris-Acetat unter Zusatz von 2 mM Na-Ascorbat. Eluierte Fraktionen, welche Cytochrom c

Reduktase enthielten, konnten an Hand ihrer rétlichen Farbe identifiziert werden.
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Druckfiltration und Gelfiltrationschromatographie

Ca. 10 ml Eluat von der Affinitdtssdule wurden unter Verwendung eines Diaflo XM 300
Filters (Amicon, USA) in einer 10 ml Druckfiltrationskammer (Amicon, USA) zu einem
Volumen von ca. 0,5 ml eingeengt, wobei es zu einer selektiven Aufkonzentrierung von
Proteinen mit GroBen iiber 300 kDa bei etwa gleichbleibender Konzentration von verun-
reinigenden kleineren Proteinen kam.

Das Konzentrat wurde iiber eine AcA 34 (Serva, Heidelberg) Gelfiltrationssdule (1 cm x

50 cm) weiter aufgereinigt.

3.3 Reinigung iiberexprimierter ,His-Tag‘-Proteine

Einige Uberexpressionsvektoren enthalten fiir 6, 8 oder 10 Histidinreste kodierende
Sequenzen (,His-Tag® Sequenzen), welche N-terminal oder C-terminal mit dem Zielprotein
exprimiert werden konnen. Fiir die Aufreinigung der Zielproteine wird die Affinitdt der

Histidinreste zu immobilisierten divalenten Kationen genutzt.

Probeninduktion

100 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit einer Vorkultur eines
Bakterienstammes zur Expression von ,His-Tag‘-Proteinen angeimpft und bei 37 °C ge-
schiittelt bis eine ODgyy von 0,4—1 erreicht wurde. Dann wurde mit 1 mM IPTG induziert und

fiir weitere 2—3 Stunden geschiittelt.

Aufreinigung unter nicht denaturierenden Bedingungen

Die Aufreinigung der Proteine erfolgte mit ,His Bind Resin® (Novagen, USA) als Séulen-
material in Minisdulen bei einer Sdulenbetthéhe von 2,5 cm. Das Sdulenmaterial wurde durch
Waschen mit entionisiertem Wasser, 50 mM NiSO4 und Bindungspuffer (5 mM Imidazol,
0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7,9) vorbereitet. Parallel dazu wurden die Zellen aus
100 ml induzierter Bakterienkultur fiir 5 Minuten bei 5000 x g pelletiert und danach in 4 ml
Bindungspuffer resuspendiert. Der Zellaufschluf3 erfolgte durch 6-10 Impulse Ultraschall fiir
15 Sekunden, nicht aufgeschlossene Zellen wurden abzentrifugiert und der Zellextrakt wurde

direkt auf die Séule gegeben. Die Sdule wurde mit 10 Sdulenvolumen Bindungspuffer und 6
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Saulenvolumen Waschpuffer (60 mM Imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.,9)
gewaschen. Spezifisch gebundenes Protein wurde im Anschlufl mit 6 Volumen 1 M Imidazol,
0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7,9, eluiert. Mit dieser Methode konnten auch Proteine
ohne ,His-Tag‘, welche mit den ,His-Tag‘-Proteinen Dimere bilden, gemeinsam mit dem

,His-Tag“-Protein von der Saule coeluiert werden.

Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen

Die Vorbereitung der Sdule und die Induktion der Zellkultur erfolgte wie fiir die Aufreinigung
unter nicht denaturierenden Bedingungen beschrieben, jedoch enthielten die verwendeten
Puffer zusétzlich 6 M Urea zur Solubelisierung von Proteinen.

Das bakterielle Zellpellet wurde in 40 ml Bindungspuffer aufgenommen und die Zellen
wurden durch Ultraschallbehandlung lysiert. Unlosliche Zellbruchstiicke und ,inclusion
bodies‘ wurden abzentrifugiert und danach in 20 ml Bindungspuffer aufgenommen und erneut
mit Ultraschall behandelt. Diese Schritte wurden ein- bis zweimal wiederholt. Das dann ent-
standene Pellet wurde in 6 M Urea enthaltenden Bindungspuffer aufgenommen. Nach ein-
stiindiger Inkubation auf Eis wurde unlésliches Material abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
direkt auf die vorbereitete Sdule gegeben. Diese wurde mit 10 Volumen 6 M Urea enthalten-
den Bindungspuffer und 6 Volumen Waschpuffer (20 mM Imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM
Tris-HCL, pH 7,9) gewaschen. Die Elution erfolgte mit 6 Volumen 1 M Imidazol, 6 M Urea,
0,5 M NacCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.9.

3.4 Prozessierungs-Enzymtests

Zur Bestimmung der Prozessierungsaktivitit wurden die daraufhin zu untersuchenden
Proteine bzw. mitochondrialen Fraktionen mit radioaktiv markierten Vorlduferproteinen der
B-Untereinheit der ATP-Synthase von Nicotiana tabacum und Saccharomyces cerevisiae
sowie dem FeS-Protein von Solanum tuberosum inkubiert. Die Synthese der Vorlaufer-
proteine erfolgte aus den entsprechenden Plasmiden in Gegenwart von L-[>°S] Methionin mit
einem gekoppelten Transkriptions/Translations-Kit (TNT Coupled Reticulocyte Lysate
Systems, Promega Corporation, USA) nach Angaben des Herstellers. Die Prozessierungs-
versuche wurden bei 28 °C in einem Volumen von 120 pl mit 88 pl Prozessierungspuffer
(22 mM Tris-HCI, 25 mM NacCl, 0,6 % Triton X-100, 1 mM PMSF, 300 uM ZnCl,), 1-4 nul

radioaktiv markiertem Vorldauferprotein und ca. 2 pg gereinigtem Protein bzw. 100 pg

30



Material und Methoden

Gesamtprotein durchgefiihrt. Nach einer Stunde wurde die Reaktion durch Zugabe des
gleichen Volumens 2-fach konzentrierten Laemmlipuffers (Laemmli, 1970) gestoppt. Durch
Zugabe von 3 mM EDTA ist die Inhibierung der Prozessierungsaktivitit gezeigt worden. Die
Prozessierungsprodukte wurden iiber Glycin-SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und durch

Auflegen eines Autoradiographiefilmes detektiert.

4. Molekularbiologische Methoden

4.1 Grundtechniken zur Analyse von Nukleinsiuren

Enzymatische Modifikationen von DNA wie Restriktionsverdaue, Dephosphorylierung
linearisierter Plasmid-DNA und Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisierter Vektor-
DNA sowie Techniken wie Phenolextraktion, Ethanolfillung etc. und die Auftrennung von
Nukleinsduren in Agarosegelen wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. Die Auf-
reinigung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels QIAEXII Gel Extraction System bzw.
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN GmbH, Hilden). Plasmid-DNA aus Escherichia
coli wurde nach der Methode von Zhou et al. (1990) oder mittels QIAGEN Plasmid Mini Kit
bzw. QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) isoliert.

4.2 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Didesoxymethode (Sanger, 1977)
durch die Firma Replicon, Berlin mittels ALF-Sequencer (Pharmacia, USA).

4.3 Transformation von Plasmid-DNA

Transformation in E. coli

Unterschiedliche E. coli-Stimme dienten entweder zur Vermehrung von Plasmid-DNA, zur
Vermehrung und Identifizierung von rekombinanter DNA in Form von Plasmiden oder zur
Expression von Genen mit Hilfe von Expressionsvektoren. Die Herstellung von kompetenten
Zellen und die Transformation erfolgten nach der Methode von Nishimura et al. (1990).
Alternativ dazu wurden Transformationen durch Elektroporation unter Verwendung eines

BioRad Gene Pulser (BioRad, USA) bei 12,5 kV/cm, 200 Q und 25 pF durchgefiihrt. Hierbei
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wurde ein Protokoll von Zabarovsky und Winberg (1990) angewandt. Transformierte Zellen
bildeten auf Grund einer erworbenen Antibiotika-Resistenz auf Antibiotika enthaltenden LB-

Platten Kolonien.

Transformation in Neurospora crassa und Herstellung homokaryotischer Transformanten

Die Herstellung von kompetenten Sphiroplasten und die Transformation erfolgten nach
Vollmer und Yanofsky (1986). Dazu wurden zunichst aus frisch gekeimten Konidien unter
Einsatz von ,Lysing Enzymes‘ (Sigma, USA) Protoplasten hergestellt. Diese wurden mit
CaCl kompetent gemacht und mit hochreiner DNA transformiert. Hierbei wurde 1 pg DNA
mit 2 ul 50 mM Spermidin und 5 pl Heparin (5 mg/ml) gemischt, 20 Minuten auf Eis gelagert
und danach mit 100 pl Sphéroplasten weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde der
Ansatz mit 1 ml einer 40 % PEG 4000-Losung versetzt und fiir 20 Minuten bei Raum-
temperatur belassen. 250 pl des Transformationsansatzes wurden mit 10 ml eines Topagars
gemischt und sofort auf Bottomagarplatten ausgegossen. Das Sorbose- und Sorbitol-haltige
Medium in Top- und Bottomagar fithrt zum kolonieartigen Wachstum von N. crassa und
erlaubt die Isolation von Einzelkolonien auf den Platten. Die Selektion von Basta-resistenten
Transformanten erfolgte nach Pall (1993) durch Zusatz von 200 pg/ml Phosphinothricin
(Sigma, USA) zum 0,5 % Prolin enthaltenden N-freien Topagar. Einzelne Kolonien wurden
nach 2 bis 3 Tagen zur nochmaligen Selektion in 1 ml Selektionsmedium (0,5 % Prolin und
200 pg/ml Phosphinothricin enthaltendes N-freies Minimalmedium nach Vogels (1964))
tibertragen.

Uber einkernige Mikrokonidien wurden aus den so erhaltenen primiren Transformanten
homokaryotische Stdmme isoliert. Dazu wurden die Transformanten auf SC-Medium,
supplementiert mit 1 mM lodoacetat, iiberimpft (Ebbole & Sachs, 1990). Die gebildeten
Konidien wurden 7 Tage nach Inokulation mit sterilem Wasser abgeschwemmt und zur
Isolierung der Mikrokonidien durch einen Filter mit 5 um Porenweite filtriert. 100 pl des
Filtrats wurden erneut auf 200 pg/ml Phosphinothricin und 0,5 % Prolin enthaltende Sorbose-
und Sorbitol-haltige Platten ausgestrichen. Pro Transformant wurden nach 2 bis 3 Tagen 3

Kolonien isoliert und erneut auf Selektionsmedium iiberpriift.
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4.4 Polymerasekettenreaktion

In Abhéngigkeit von der Primersequenz und der Liange des zu amplifizierenden Fragments
wurden bei der PCR-Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten Bedingungen
innerhalb der im folgenden angegebenen Bereiche gewéhlt: Denaturierung fiir 5 Minuten bei
94 °C; danach 3040 Zyklen Denaturierung fiir 1 Minute bei 94 °C, Annealing fiir I Minute
bei Temperaturen von 2—5 °C unter dem Schmelzpunkt (berechnet nach der G/C-Regel) von
Primern und Template-DNA und Extension fiir 1-2 Minuten bei 72 °C. Die Reaktion wurde
in 100 pl 1 x PCR-Puffer durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz enthielt 2,5 Units 7ag- bzw. Pfu-
Polymerase, 250 uM dNTPs, je 0,2 uM Primer und 2-5 ng Template-DNA (Plasmid-DNA).

4.5 Southern Blot Analyse

Das Blot-Verfahren nach Southern (1975) wurde zur Untersuchung der Einbaurate von in
N. crassa transformierten Expressionsvektoren genutzt.

N. crassa wurde in Minimalmedium nach Vogels (1964) in Schiittelkolben kultiviert. Die
genomische DNA wurde nach der Methode von Lee et al. (1988) aus dem Myzel dieser
Schiittelkulturen isoliert, mit Restriktionsenzymen restringiert und in Agarosegelen auf-
getrennt (ca. 10 ug DNA). Der Transfer der DNA auf Trigermembranen erfolgte nach
Sambrook et al. (1989) durch die Kapillarmethode.

Als Sonden dienten Digoxigenin-markierte DNA-Fragmente, welche durch ,random primed‘-
Reaktion (Feinberg & Vogelstein, 1983) mittels ,Random Primed DNA Labeling Kit
(Boehringer Mannheim, Mannheim) hergestellt wurden. Die Hybridisierung und Detektion
erfolgte nach einem Protokoll der Firma Boehringer Mannheim. Bei der Detektion kam der

DIG Luminescent Detection Kit (Boehringer Mannheim, Mannheim) zur Anwendung.

4.6 Northern Blot Analyse

Die Northern Blot Analyse diente dem Nachweis von RNA-Transkripten von in N. crassa
transformierter und in das Genom eingebauter DNA. Es wurde wie fiir die Southern Blot
Analyse aus Schiittelkulturen von N. crassa homogenes Myzel gewonnen. Die Gesamt-RNA-
Préparation erfolgte aus in fliissigem Stickstoff gemorsertem Myzel nach der Methode von

Sokolowsky et al. (1990).
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Ca. 40 pg Gesamt-RNA wurden nach Sambrook et al. (1989) in denaturierenden
Formaldehyd-Agarose-Gelen aufgetrennt und im Elektroblotverfahren auf Nylonmembranen
(Hybond N, Amersham, GroBbritannien) unter Verwendung einer Naflblotkammer (Trans
Blot Cell, 18 x 24 x 9,5 cm, Elektrodenabstand 8 cm, Biorad, USA) iibertragen. Der Blot
erfolgte in 25 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 fiir 2 Stunden bei 500 mA.

Die Herstellung einer [*°P]-markierten Sonde erfolgte in einer linearen PCR unter Ver-
wendung nur eines Primers nach Stiirzl & Roth (1990). Die Prahybridisierung und Hybridi-
sierung wurde nach Sambrook et al. (1989) bei 65°C durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die
Hybridisierungssignale durch Auflegen eines Autoradiographiefilmes detektiert.

4.7 Screening einer cDNA-Bank von Neurospora crassa

Die verwendete cDNA-Bank, welche die myceliale mRNA des N. crassa Wild-Typ-Stammes
74-OR23-1VA représentiert, wurde von Orbach, Sachs und Yanofsky (1990) mittels Lambda
Zap Version I" System konstruiert und von Frau Dr. 1. B. Barthelmess zur Verfiigung gestellt.
Die Bank wurde in geeigneten Konzentrationen ausplattiert (20000 pfu/Platte in der ersten
Screeningrunde, 100-1000 pfu/Platte in jeder weiteren Screeningrunde). Zur Infektion mit
den Bakteriophagen diente der E. coli-Stamm BB4. Die Phagen-DNA wurde auf Nylon-
membranen (Hybond-N+, Amersham, GrofB3britannien) ibertragen.

Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit 5 x SSC, 0,1 % N-Lauryl-
sarcosin, 0,02 % SDS, 1 % Blockierungs-Losung (Boehringer Mannheim, Mannheim)
abgesittigt. Nach Zugabe eines degenerierten, am 5'-Ende Digoxigenin-markierten
Oligonukleotides (synthetisiert durch die Firma TIB MOLBIOL, Berlin) in einer
Konzentration von 10 pmol/ml erfolgte die Hybridisierung bei 44 °C tiiber Nacht.
AnschlieBende Waschschritte mit 2 x SSC bzw. 0,5 x SSC, 0,1 % SDS je 2 mal fiir 5 bzw. 15
Minuten wurden bei Hybridisierungstemperatur durchgefiihrt. Die Detektion der Hybridi-
sierungssignale erfolgte mittels DIG Luminescent Detection Kit (Boehringer Mannheim,
Mannheim) nach Angaben des Herstellers. Zur in vivo Excision von pBluescript SK aus dem

Lambda Zap Vektor wurde das ExAssist'"/SOLR™ System verwendet.
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4.8 Herstellung und Screening einer genomischen DNA-Bank von Rhodobacter

sphaeroides

Herstellung der genomischen DNA-Bank

Rhodobacter sphaeroides (ATCC 17023) wurde wie in Benning und Somerville (1992)
beschrieben in Sistrom’s Medium (Sistrom, 1960) bei 28 °C unter Dauerlicht in einem
Klimaschrank kultiviert. Die Préparation von hochmolekularer DNA erfolgte nach Murray
und Thompson (1980) aus 250 ml Standkulturen. Zur Konstruktion einer genomischen DNA-
Bank unter Verwendung des ,Predigest ZAP Express™ BamHI/CIAP Vector Cloning Kit*
(Stratagene, Heidelberg) wurde die hochmolekulare DNA mit dem Restriktionsenzym Sau3A
partiell zu Fragmenten mit einer GroBe von ca. 3 kbp verdaut. Auf diese Weise wurden zur
vorverdauten Vektor-DNA kompatibele Enden erhalten. Nach Aufreinigung der DNA-
Fragmente erfolgte die Ligation mit der Vektor-DNA nach Herstellerangaben. Die Ver-
packung der ligierten Phagen-DNA zu Phagenpartikeln nach Becker und Gold (1975) wurde
mittels Gigapack III Gold Packaging Extract (Stratagene, Heidelberg) nach Anweisungen des
Herstellers durchgefiihrt.

Screening der Bank

Die genomische DNA-Bank wurde mit 5°Digoxigenin markierten Oligonukleotiden gescreent
(synthetisiert von der Firma TIB MOLBIOL, Berlin). Das Screeningverfahren entsprach
demjenigen zum Screening der cDNA-Bank von Neurospora crassa. Die Hybridisierungs-
temperaturen lagen 5 °C unter dem Schmelzpunkt (berechnet nach der G/C-Regel). Die
Phagenvermehrung erfolgte im E. coli-Stamm XL1-Blue MRF". Die in vivo Excision von
pBK-CMV-Phagemiden mit inserierten DNA-Fragmenten aus dem ZAP Express-Vektor
erfolgte durch Co-Infektion mit Ex Assist Helferphagen. Die Selektion der pBK-CMV-
Phagemide wurde mittels E. coli-Stamm XLOLR durchgefiihrt. Verfahren wurde bei der

Excision nach einem Protokoll der Firma Stratagene, Heidelberg.
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5. Computeranalysen von DNA- und Aminoséiuresequenzen

5.1 Identifikation von Nukleotid- und Aminosiuresequenzen

Zur Identifikation von Nukleotid- und Aminosduresequenzen wurden mit Programmen des
GCG-Software-Paketes (Devereux et al., 1984) die Datenbanken des FEuropean
Bioinformatics Intstitute (EBI, Hinxton, UK) und die Datenbanken ,,Genbank*“ (NCBI,
Bethesda, USA) sowie ,,DNA Data Bank of Japan® (DDBJ, Mishima, Japan) durchsucht.
AuBerdem wurden unter Nutzung des Service des ,lInstitute for Genomic Research*
Datenbanken von Sequenzierprojekten durchsucht. Die zur Anwendung gekommenen
Programme waren FASTA, TFASTA und BLAST.

FASTA sucht nach Ahnlichkeiten zwischen der Ausgangssequenz und einer beliebigen
Gruppe von weiteren Sequenzen des gleichen Typs nach der Methode von Pearson und
Lipman (1988). TFASTA leitet von einer Aminosduresequenz Nukleinsduresequenzen ab und
sucht unter Nutzung des selben Algorithmus wie FASTA nach Ahnlichkeiten dieser
Sequenzen zu einer beliebigen Gruppe von Nukleinsduresequenzen. BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) vergleicht Sequenzen nach der Methode von Altschul et al. (1990).

5.2 Erstellung multipler Sequenzalignments

Multiple Alignments wurden mit dem Programm PILEUP des GCG-Software-Paketes bzw.
mit dem Programm ClustalW unter Nutzung des Service des European Bioinformatics
Intstitute erstellt. PILEUP benutzt eine vereinfachte Form der progressiven, multiplen
Alignment-Methode von Feng und Doolittle (1987), wobei das multiple Alignment aus einer
Gruppe von verwandten Sequenzen durch fortschreitenden paarweisen Vergleich gebildet
wird. ClustalW erstellt multiple Alignment nach einer von Thompson et al. (1994)

tiberarbeiteten progressiven, multiplen Alignment-Methode.

5.3 Bestimmung von Abstammungsverhiltnissen

Zur Bestimmung von Abstammungsverhiltnissen wurden ausgewidhlte Phylogenie-Pro-
gramme des Phylip-Softwarepaketes genutzt.
Mit Hilfe des Programmes SEQBOOT wurden zunédchst mit der BOOTSTRAP-Methode

(Felsenstein, 1985) aus einem vorgegebenen Datensatz 100 verschiedene Datensdtze, die
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durch einen zufdlligen Austausch einer von der DatengroBe abhdngigen Anzahl von
Aminosduren entstehen, mit 17 unterschiedlichen Sequenzreihenfolgen gebildet.

Danach wurden mit dem Programm PROTDIST Distanz-Matrizen unter Anwendung der
Dayhoff PAM-Methode zur Bewertung der Aminoséureaustausche berechnet. Bei dieser
Methode wird die Wahrscheinlichkeit eines Wechsels von einer Aminosdure in eine andere
Aminosdure in Form von Einheiten eingestuft. Eine Einheit entspricht der Austausch-
wahrscheinlichkeit von 1 %. Die Matrix wird mit Hilfe der Einheiten fiir die Austausch-
wahrscheinlichkeiten der verschiedenen Aminosduren berechnet.

Mittels des Programmes NEIGHBOR wurden unter Anwendung der UPGMA-Methode aus
den Distanz-Matrizen Stammbéume erstellt. Die UPGMA-Methode geht davon aus, daf3 die
Evolutionsrate der untersuchten Molekiile relativ konstant ist.

CONSENSUS wurde genutzt um einen Stammbaum nach der M1-Methode (Margush &
McMorris, 1981) zu bilden, der mit allen errechneten Stammb&dumen (100) am besten
tibereinstimmt. DRAWGRAM kam zur Erstellung von Stammbaumdiagrammen zur

Anwendung.

5.4 Ermittlung von degenerierten Oligonukleotidsequenzen

Die Sequenzen der zum Screening von DNA-Banken notwendigen degenerierten Oligo-

nukleotide wurden mit dem Programm PROBE der PC-Gene-Software ermittelt.

5.5 Berechnung und Vorhersage einiger Eigenschaften von Proteinen

Die Berechnung der theoretischen Molekulargewichte und isoelektrischen Punkte von
Proteinen sowie die Erstellung von Hydrophobizitétsprofilen nach Kyte und Doolittle (1982)

erfolgte mit Programmen des ,ExPASy‘ (Expert Protein Analysis System) unter Nutzung

eines Service des Swiss Institute of Bioinformatics.
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IV. Ergebnisse

1. Charakterisierung der Untereinheitenkomposition und Analyse der Prozessierungs-

aktivitit von Cytochrom ¢ Reduktasen ausgewiihlter Eukaryoten

Die Bindung der beiden Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease an die
Cytochrom ¢ Reduktase ist ein urspriinglicher Zustand innerhalb der Co-Evolution der beiden
Enzyme (Braun & Schmitz, 1995b; Braun et al., 1997). Dieser urspriingliche Zustand ist in
den Cytochrom c¢ Reduktasen von Pflanzen konserviert. Um die Thesen zu iiberpriifen, wur-
den die zwei niederen Pflanzen Platycerium bifurcatum (Geweihfarn) und Equisetum arvense
(Ackerschachtelhalm), die Alge Polytomella spp. und der Protist Reclinomonas americana
(Flavin & Nerad, 1993) ausgewéhlt, um aus ihnen die Cytochrom ¢ Reduktasen zu isolieren
und hinsichtlich ihrer Prozessierungsproteaseaktivitdten zu charakterisieren. Die Aufreinigung
von Mitochondrien aus den Modellorganismen und die Identifizierung mitochondrialer
Proteinkomplexe nach zweidimensionaler Auftrennung mittels Blau-Native Polyacrylamid-
gelelektrophorese (BN-PAGE) und Tricin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Tricin-SDS-
PAGE) war die Grundlage fiir diese Vorhaben.

1.1 Zweidimensionale Auftrennung mitochondrialer Proteinkomplexe von niederen

Pflanzen und Reclinomonas americana durch BN-PAGE und Tricin-SDS-PAGE

BN-PAGE ist eine leistungsfahige Methode zur Charakterisierung von membrangebundenen
Proteinkomplexen (Schiagger & von Jagow, 1991). Hierbei werden die Proteinkomplexe unter
milden Bedingungen mit nicht-ionischen Detegenzien solubelisiert und anschlieend in Ge-
genwart von Coomassie Blau nativ im elektrischen Feld aufgetrennt. Coomassie Blau bindet
an die Proteinkomplexe, verleiht ithnen eine negative Nettoladung und erlaubt damit eine
Auftrennung der Proteinkomplexe entsprechend ihres Molekulargewichtes. Die Identifizie-
rung einzelner mitochondrialer Proteinkomplexe kann durch die Analyse der Untereinheiten-
komposition in denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophoresen als zweite Geldimen-

sionen erfolgen.
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Mitochondriale Proteinkomplexe von Platycerium bifurcatum, Equisetum arvense und

Polytomella spp.

Zur Isolation sehr reiner Mitochondrien aus Pflanzen ohne chloroplastiddre Verunreinigungen
wird hdufig etioliertes Gewebe zum Beispiel aus Knollen oder etiolierten Keimlingen ver-
wendet. Die meisten biochemischen Untersuchungen an Pflanzenmitochondrien wurden
deshalb an Organellen aus diesen Geweben durchgefiihrt.

Solche Gewebe sind allerdings aus niederen Pflanzen nicht verfiigbar. Als Ausgangsmaterial
zur Isolation von Mitochondrien aus niederen Pflanzen dienten deshalb die sterilen Hiillwedel
des Geweihfarns P. bifurcatum, welche im Gehalt an Chloroplasten stark reduziert sind sowie
etiolierte unterirdische Sprofteile des Ackerschachtelhalms E. arvense. Aulerdem wurde die
chloroplastenfreie, zu den Chlorophyta zéhlende Alge Polytomella spp. verwendet. Mito-
chondrien aus Kartoffelknollen dienten als Vergleichsorganellen.

Die Methoden zur Isolation von Mitochondrien aus P. bifurcatum und E. arvense sind neu
entwickelt worden und ausfiihrlich im Methodenteil beschrieben. Fiir die Isolation von Mito-

chondrien aus Polytomella spp. wurden bereits existierende Protokolle angepalt.

Nach der BN-PAGE von mitochondrialem Gesamtprotein aus Polytomella spp. waren vier
Proteinkomplexe in Form von Banden im Gel sichtbar (Daten nicht gezeigt). Einer der auf-
getrennten Proteinkomplexe konnte nach erfolgter Tricin-SDS-PAGE (2. Geldimension) auf
Grund seiner Untereinheitenkomposition als der bereits von Gutiérrez-Cirlos et al. (1993)

beschriebene Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex identifiziert werden (Abb. 5).

Nach zweidimensionaler Auftrennung von mitochondrialem Gesamtprotein von P. bifurcatum
wurden die FoF;-ATP-Synthase und die Cytochrom ¢ Reduktase auf Grund ihrer Unter-
einheitenkomposition erkannt (Abb. 6). Der Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex weist in Blau-

Nativen Gelen ein apparentes Molekulargewicht von ca. 500 kDa auf (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5: Zweidimensionale Auftrennung von mitochondrialen Proteinkomplexen aus Polytomella spp.
durch BN-PAGE und Tricin-SDS-PAGE. A: Silber-gefirbtes Gel. B: Schema des Gels. Die molekularen Massen
von Standardproteinen sind rechts in kDa angegeben. CR, Cytochrom ¢ Reduktase; Cyt, Cytochrom; FeS, Eisen-

Schwefel-Protein; ?, nicht identifizierte Untereinheiten.
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Abbildung 6: Zweidimensionale Auftrennung von mitochondrialen Proteinkomplexen aus P. bifurcatum durch
BN-PAGE und Tricin-SDS-PAGE. A: Silber-gefiarbtes Gel. B: Schema des Gels. Die molekularen Massen von
Standardproteinen sind rechts in kDa angegeben. CR, Cytochrom ¢ Reduktase; Cyt, Cytochrom; FeS, Eisen-
Schwefel-Protein; SU, Subunit; FoF;, FoF;-ATP-Synthase; ?, nicht identifizierte Untereinheiten.
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Auch nach der zweidimensionalen Auftrennung von mitochondrialem Gesamtprotein aus E.
arvense mittels BN-PAGE und Tricin-SDS-PAGE wurde die Cytochrom ¢ Reduktase durch
Vergleich der Anzahl und GréBe der Untereinheiten identifiziert (Abb. 7). In Blau-Nativen
ersten Geldimensionen konnte dem Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex eine 500 kDa Bande

zugeordnet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Zweidimensionale Auftrennung von mitochondrialen Proteinkomplexen aus E. arvense durch BN-
PAGE und Tricin-SDS-PAGE. A: Silber-gefiarbtes Gel. B: Schema des Gels. Die molekularen Massen von
Standardproteinen sind rechts in kDa angegeben. CR, Cytochrom ¢ Reduktase; Cyt, Cytochrom; FeS, Eisen-

Schwefel-Protein; ?, nicht identifizierte Untereinheit.
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Mitochondriale Proteinkomplexe von Reclinomonas americana

Das Chondriom des Protisten Reclinomonas americana besitzt besonders urspriingliche
Merkmale (Lang et al., 1997; Gray et al., 1999). Der Organismus selbst gehort zu einer Proto-
zoengruppe, die sehr frith in der Evolution von den Haupteukaryotenlinien abgezweigt ist
(Gray et al., 1998). Damit ist R. americana ein geeigneter Modellorganismus fiir evolutions-
biologische Untersuchungen an mitochondrialen Proteinkomplexen der Atmungskette auf
molekularer Ebene. Die Charakterisierung der Cytochrom ¢ Reduktase dieses Organismus
kann Einblicke in den Zustand zu Beginn der Co-Evolution von mitochondrialer Prozessie-

rungsprotease und Cytochrom ¢ Reduktase geben.
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Abbildung 8: Zweidimensionale Auftrennung von mitochondrialen Proteinkomplexen aus R. americana durch
BN-PAGE und Tricin-SDS-PAGE. Die Pfeile weisen auf noch nicht identifizierte Proteinkomplexe. Der mit
FoF;und CR beschriftete Pfeil weist auf Proteinkomplexe, bei denen es sich moglicherweise um die FoF-ATP-
Synthase und die Cytochrom ¢ Reduktase handelt, welche vermutlich im BN-Gel durch eine gemeinsame Bande

repréasentiert werden.
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Jedoch fithrten Versuche zur Aufreinigung von Mitochondrien aus Reclinomonas americana
nach einem modifizierten Protokoll von Lang et al. (1977) nur zu geringen Ausbeuten mit
schwankender Qualitdt. Nach zweidimensionaler Auftrennung der isolierten mitochondrialen
Fraktionen durch BN-PAGE und Tricine-SDS-PAGE waren deshalb je nach Qualitit der
Mitochondrienprdparation 3 bis 5 unterschiedliche Proteinkomplexe nur sehr schwach er-
kennbar, deren zweifelsfreie Identifizierung bisher noch nicht moéglich war. Allerdings 1463t
das aus einer Bande im BN-Gel resultierende Proteinmuster nach Auftrennung der Protein-
komplexe in der zweiten Geldimension vermuten, da3 die FoF;-ATP-Synthase und die Cyto-
chrom c Reduktase in der ersten Geldimension durch eine gemeinsame Bande représentiert
werden und sich deren Untereinheiten in der zweiten Geldimension teilweise iiberlagern

(Abb. 8).

1.2 Aufreinigung der Cytochrom ¢ Reduktasen von Platycerium bifurcatum, Equisetum

arvense und Polytomella spp.

Auf Grund des limitierten Ausgangsmaterials zur Isolation von Mitochondrien aus den Ver-
suchsorganismen standen nur sehr geringe Mengen aufgereinigter Organellen zur Verfiigung.
Ein klassisches biochemisches Reinigungsverfahren zur Isolation der Cytochrom ¢ Redukta-
sen konnte nicht angewandt werden. Die Reinigung der Cytochrom ¢ Reduktasen aus P.
bifurcatum, E. arvense, Polytomella spp. und als Kontrolle aus S. tuberosum erfolgte deshalb
iber ein auf BN-PAGE und Elektroelution basierendes Verfahren. Dazu wurden die als Ban-
den in Blau-Nativen Gelen sichtbaren Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexe der vier Organis-
men aus mehreren Banden der Gele ausgeschnitten und elektroeluiert. Die Qualitéit der erhal-
tenen Fraktionen wurde durch Tricine-SDS-PAGE und anschlieBende Silberfarbung tiberpriift
(Abb. 11).

1.3 Identifizierung von Untereinheiten der aufgereinigten Cytochrom ¢ Reduktasen

Immunologische Identifizierung von Untereinheiten der Cytochrom c Reduktasen

Gereinigte Cytochrom ¢ Reduktasen aus P. bifurcatum, E. arvense, Polytomella spp. und als
Kontrolle aus S. tuberosum wurden tiber Tricin-SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose-
membranen iibertragen und mit Antikorpern, die gegen das Core I-Protein und das Eisen-

Schwefel-Protein von Neurospora crassa gerichtet sind, analysiert (Abb. 9). Der gegen das
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Core I gerichtete Antikorper erkannte jeweils eine Untereinheit der Cytochrom c¢ Reduktasen,
deren apparentes Molekulargewicht bei S. tuberosum 56 kDa, bei P. bifurcatum, E. arvense
und Polytomella spp. 53 kDa ist. Das Serum, welches gegen das Eisen-Schwefel-Protein
gerichtet ist, erkannte ebenfalls jeweils eine Untereinheit der Cytochrom c Reduktasen.
Demnach reprisentieren die 26 kDa Banden die Eisen-Schwefel-Proteine der Cytochrom c
Reduktasen von P. bifurcatum und E. arvense und eine 24 kDa Bande wie erwartet das Eisen-

Schwefel-Protein der Cytochrom ¢ Reduktase von S. tuberosum.

St Pb Ea Ps
Abbildung 9: Immunologische Identi-
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Identifizierung von Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktasen durch Bestimmung von

Primdrstrukturen

Die Identifizierung einzelner Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktasen durch Bestimmung
der Primirstruktur sollte zweifelsfrei die Identitit der aufgereinigten Komplexe bestitigen
bzw. Aussagen iiber die strukturelle Intaktheit der gereinigten Komplexe zulassen. Dazu wur-
den die Cytochrom c Reduktasen iiber praparative Tricin-SDS-PAGE in ihre Untereinheiten
zerlegt und auf PVDF-Membranen transferiert. Einzelne Ponceau S gefiarbte Banden wurden

ausgeschnitten und zur direkten N-terminalen Proteinsequenzierung verwendet.

Organismus apparentes Molekular- N-terminale Sequenzen Identitdt
gewicht

P. bifurcatum 30 kDa DEAEEXLXA Cytochrom ¢,

E. arvense 32 kDa DEAEHSLAA Cytochrom c;

P. bifurcatum 26 kDa DTEVALQPSDDPTVA FeS-Protein

E. arvense 26 kDa STNAVTQSLDXAV FeS-Protein

E. arvense 8 kDa GKVAVRLKEVVYTLSPHQON  QCRS-Protein

Tabelle 5: N-terminale Sequenzen von Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktasen von P. bifurcatum und E.
arvense. Die Aminosduresequenzen sind im Einbuchstaben-Kode angegeben. X steht fiir Aminoséuren, die nicht

eindeutig bestimmt werden konnten.

Fiir 5 Untereinheiten der beiden Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexe lieBen sich die Identitdten
anhand der ermittelten N-terminalen Aminosduresequenzen bestimmen.

Die N-terminale Sequenz der 30 kDa Untereinheit der Cytochrom c Reduktase von P.
bifurcatum weist eine signifikante Sequenzidentitit zum reifen Cytochrom c; verschiedener
Organismen auf (Abb. 10A). Bei dem 26 kDa Protein dieses Cytochrom ¢ Reduktase-Kom-
plexes handelt es sich wie bereits immunologisch nachgewiesen um das Eisen-Schwefel-
Protein. Die N-terminale Sequenz dieser Untereinheit zeigt aber nur eine geringe Ahnlichkeit
zum N-Terminus der Eisen-Schwefel-Proteine von anderen Organismen (Abb. 10B). Dieses
Ergebnis war auf Grund der allgemein geringen Identititen N-terminaler Sequenzen von
Eisen-Schwefel-Proteinen verschiedener anderer Organismen zu erwarten. Offensichtlich ist
der N-Terminus dieser Untereinheit nur sehr schwach konserviert.

Die 32 kDa Untereinheit der Cytochrom ¢ Reduktase von E. arvense wurde auf Grund der

hohen Sequenzdhnlichkeit zum Cytochrom c; anderer Organismen als Cytochrom c; identifi-
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ziert (Abb. 10A). Der N-Terminus des bereits durch Immunfirbung nachgewiesenen Eisen-
Schwefel-Proteins von E. arvense weist eine relativ geringe Sequenzidentitit zum Eisen-
Schwefel-Protein anderer Organismen auf (Abb.10B). Die Aminosduresequenz der ersten 20
N-terminalen Aminosduren einer der kleinen Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase von
E. arvense besitzt hohe Sequenzidentitit zum N-Terminus des gcr8-Genproduktes von

Spalthefe und dazu homologen Sequenzen aus anderen Organismen (Abb. 10C).

P. bifurcatum DEAEEXLXA

E. arvense DEAEHSLAA

S. tuberosum DEAEHGLEC P. bifurcatum DTE-VALQPSDDPTVA

N. crassa TPAEEGLHA E. arvense STNAVT-QOSLDXAN

S. cerevisiae TAAEHGLHA S. tuberosum SSNSVSPAHQLGLVSD

K lactis TAAEHGLHA Z. mays STETVVPRNQDAGLAD
A B

E. arvense 1 GKVAVRLKEVVYTLSPHQQON 20
S. tuberosum 2 GKQPVKLKAVVYAISPFQQOK 21
B. taurus 6 GHLTRVRHVITYSLSPFEQR 25
S. pombe 17 LGGPKQKGIITYSLSPFQQOR 36

C

Abbildung 10: Alignments der N-terminalen Aminoséduresequenzen: (A) des Cytochrom ¢, von P. bifurcatum,
E. arvense, S .tuberosum (P29610), N. crassa (P07142), S. cerevisiae (P07143) und K. lactis (Q00988). (B) des
Eisen-Schwefel-Proteins von P. bifurcatum, E. arvense, S. tuberosum (P37841), Z. mays (P49727). (C) des
QCRS8-Proteins von E. arvense (P81247), S. tuberosum (P46269), B. taurus (P13271) und S. pombe (P50523).

Aminoséduren, die in mindestens der Hélfte der aufgefiihrten Eiweille konserviert sind, sind grau unterlegt.

1.4 Stochiometrie und Untereinheitenkomposition der aufgereinigten Cytochrom c

Reduktasen

Die Cytochrom c Reduktase aus Solanum tuberosum

Die Cytochrom ¢ Reduktase aus Solanum tuberosum ist ein gut charakterisierter Protein-
komplex und wurde als Kontrollenzym isoliert und analysiert (Braun & Schmitz, 1992; Braun
& Schmitz, 1995c¢; Jénsch et al., 1996). Die kalkulierte molekulare Masse des dimeren Cyto-
chrom ¢ Reduktase-Komplexes aus Kartoffel betrdgt 495 kDa. In BN-Gelen weist er ein appa-

rentes Molekulargewicht von 480 kDa auf (Jansch et al., 1995).
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Nach Auftrennung der iiber BN-PAGE und Elektroelution aufgereinigten Cytochrom c¢
Reduktase aus Solanum tuberosum im Tricin-SDS-Gel und anschlieBender Silberfiarbung sind
10 Untereinheiten erkennbar (Abb. 11): Das Core I (apparente molekulare Masse: 56 kDa),
das Core II (52 kDa), Cytochrom b (35 kDa), Cytochrom c¢; (31 kDa), das FeS-Protein
(24 kDa), die 14 kDa Untereinheit und vier Untereinheiten unter 10 kDa.

Die Cytochrom c Reduktase aus P. bifurcatum

Die apparente molekulare Masse des Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexes von P. bifurcatum
liegt in Blau-Nativen Gelen bei 500 kDa (Daten nicht gezeigt). Da &hnliche Gré8en unter
gleichen Versuchsbedingungen auch fiir die intakten dimeren Cytochrom ¢ Reduktasen von
Hefe, Rind und Kartoffel beschrieben wurden, kann davon ausgegangen werden, dal3 auch die
Cytochrom c Reduktase von P. bifurcatum als Dimer vorliegt (Schiagger et al., 1994; Jansch et
al., 1995).

Eine Analyse des gereinigten Komplexes in Tricin-SDS-Gelen ergab 15 Banden (Abb. 11).
Durch Immunfirbung und N-terminale Sequenzierung sowie durch Vergleich der aufge-
trennten Banden mit den in zweiten Geldimensionen erkennbaren Untereinheiten der Protein-
komplexe wurde deutlich, dafl der aufgereinigte Cytochrom c¢ Reduktase-Komplex durch
einige Untereinheiten der FoF;-ATP-Synthase verunreinigt ist. Diese lduft in Blau-Nativen
Gelen auf fast identischer Hohe mit der Cytochrom ¢ Reduktase.

In Tricin-SDS-Gelen liegt das apparente Molekulargewicht des Core I-Protein bei 53 kDa.
Auf nahezu identischer Hohe ist die Bande fiir das Core II. Dies geht aus Silber-gefarbten
Gelen hervor, in denen die 53 kDa-Bande als Doppelbande sichtbar ist. Der obere Banden-
bereich besitzt eine fiir Core II-Banden in Silbergelen typische braune Farbe, wohingegen der
untere Bandenbereich, wie fiir Core [-Banden typisch, rotbraun ist.

Die apparenten molekularen Massen von Cytochrom c¢; und dem Eisen-Schwefel-Protein
liegen, wie durch Immunfirbung und N-terminale Sequenzierung der Untereinheiten gezeigt
werden konnte, bei 30 kDa bzw. 26 kDa. Neben einem 14 kDa grof3en Protein sind noch zwei
weitere Proteine mit einem apparenten Molekulargewicht unter 10 kDa Bestandteile der Cyto-
chrom c Reduktase von P. bifurcatum.

Cytochrom b konnte nicht auf Gelen identifiziert werden. Da Cytochrom b jedoch im Kern
des Komplexes liegt und deshalb ein Dissoziieren dieser Untereinheit ausgeschlossen werden
kann, ist nicht anzunehmen, daf3 es im aufgereinigten Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexe fehlt
(Bechmann et al., 1992; Iwata et al., 1998). Fiir das Vorhandensein von Cytochrom b spricht

auBlerdem, daf3 der isolierte Komplex als intaktes Dimer vorzuliegen scheint. Das Phdnomen,
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dafl Cytochrom b, moglicherweise auf Grund seiner starken Hydrophobizitit, nur als sehr
diffuse Bande in Gelen visualisiert werden kann, wurde zudem bereits fiir die Cytochrom c
Reduktasen von anderen Organismen beschrieben (Priest & Hajduk, 1992; Braun & Schmitz,

1993; Braun et al., 1995).

Die Cytochrom c Reduktase aus E. arvense

Die Cytochrom c¢ Reduktase aus E. arvense konnte in sehr reiner Form isoliert werden. Sie
besitzt in Blau-Nativen Gelen ein apparentes Molekulargewicht von ca. 500 kDa und liegt
demnach als dimerer Komplex vor.

Nach der Auftrennung der Cytochrom c¢ Reduktase in Tricin-SDS-Gelen (Abb. 11) kénnen 10
Untereinheiten, deren apparente Molekulargewichte bei 53 kDa, 36 kDa, 32 kDa, 26 kDa,
14 kDa und unter 10 kDa liegen, identifiziert werden. Die beiden Core-Proteine besitzen ein
apparentes Molekulargewicht von 53 kDa und sind durch ihre unterschiedliche Farbung in
Silber-gefarbten Gelen zu erkennen (Core II: braun, Core I: rotbraun). Die drei respira-
torischen Untereinheiten Cytochrom b, Cytochrom c¢; und das Eisen-Schwefel-Protein
werden, wie durch Immunfirbung und N-terminale Sequenzierung gezeigt wurde, durch die
Banden bei 36 kDa, 32 kDa und 26 kDa représentiert. Das ,14-kDa Protein® hat ein apparen-
tes Molekulargewicht von 15 kDa. Von den vier kleinen Untereinheiten der Cytochrom c
Reduktase wurde das zweitkleinste als Homologes zum gcr§-Genprodukt von Hefe identifi-

ziert.

Die Cytochrom c Reduktase von Polytomella spp.

In hoch reiner Form wurde auch die Cytochrom ¢ Reduktase von Polytomella spp. isoliert. In
Silber-gefarbten Tricin-SDS-Gelen wurden neun verschiedene Untereinheiten visualisiert
(Abb. 11). Core I wird durch eine Bande bei 53 kDa repriasentiert. Das apparente Molekular-
gewicht von Core II liegt bei 49 kDa. Die 32 kDa Banden entsprechen Cytochrom b und
Cytochrom c;, wobei Cytochrom b eine relativ diffuse Bande wenig oberhalb der Cytochrom
ci-Bande bildet. Als Banden in Tricin-SDS-Gelen wurden aullerdem die 14 kDa Untereinheit
und drei weitere Untereinheiten unter 12 kDa visualisiert. Die Untereinheitenkomposition der
Cytochrom ¢ Reduktase von Polytomella spp. wurde zuvor bereits von Gutiérrez-Cirlos et al.

(1994) beschrieben. Die Identifizierung der Untereinheiten erfolgte dabei durch direkte
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Proteinsequenzierung bzw. durch Immunfirbung. Gutiérrez-Cirlos et al. (1994) haben eine

weitere Untereinheit mit einem apparenten Molekulargewicht unter 12 kDa beschrieben.
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Abbildung 11: Tricine-SDS-PAGE der Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexe von S. tuberosum (St), P. bifurcatum
(Pb), E. arvense (Ea) und Polytomella spp. (Ps) (A). Alle vier Proteinkomplexe wurden wie im Methodenteil
beschrieben iiber BN-PAGE und Elektroelution isoliert. Das Gel wurde Silber-gefarbt. Ein Schema des Gels ist
rechts gezeigt (B). Die Molekulargewichte von Standardproteinen sind in kDa in der Mitte angegeben. CI,
Core I; C2, Core II; Cb, Cytochrom b; Cc,, Cytochrom c;; FeS, Eisen-Schwefel-Protein; QCRS, zum gcr§ Gen-
produkt von Hefe homologes Protein. Die Zahlen reprisentieren kleine Untereinheiten und ihre kalkulierten
Molekulargewichte in kDa. ? steht fiir nicht eindeutig identifizierbare Untereinheiten. Die im Schema grau
wiedergegebenen Banden kennzeichnen Kontaminationen der Cytochrom ¢ Reduktasen. Die 8 kDa Untereinheit

der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel erscheint in diesem Gel aus unbekannten Griinden als Doppelbande.
1.5 Die Prozessierungsaktivitiiten der gereinigten Cytochrom ¢ Reduktasen

Die Cytochrom c¢ Reduktase von S. fuberosum ist eine hochaktive Prozessierungsprotease
(Braun et al., 1992).

Um zu tiberpriifen, ob die gereinigten Cytochrom ¢ Reduktasen von P. bifurcatum, E. arvense
und Polytomella spp. ebenfalls eine spezifische Prozessierungaktivitit besitzen, wurden in
vitro Prozessierungsenzymtests durchgefiihrt. Als Substrate dienten zwei mitochondriale
Vorlduferproteine, die in Gegenwart von *>S-Methionin synthetisiert wurden: die B-Unterein-

heit des ATP-Synthase-Komplex von Nicotiana tabacum und das FeS-Protein von Solanum
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tuberosum. Beide Vorlduferproteine werden durch die Cytochrom ¢ Reduktase von Solanum
tuberosum in ihre reifen Formen umgesetzt. Die Cytochrom ¢ Reduktase/Prozessierungspro-
tease von Kartoffel ist eine Metallopeptidase, die durch Zusatz des Metall-Chelators EDTA
gehemmt wird (Abb. 12, Spuren 2). Fiir die Cytochrom ¢ Reduktasen aus P. bifurcatum und
E. arvense konnte nachgewiesen werden, daf sie ebenfalls in der Lage sind, die beiden mito-
chondrialen Vorlduferproteine in ihre reifen Formen umzusetzen. Die Hemmbarkeit der Re-
aktionen durch Zugabe von EDTA verdeutlicht, da3 es sich hierbei um spezifische Reaktio-
nen von Metallopeptidasen handelt (Abb. 12, Spuren 3-6). Die Cytochrom ¢ Reduktase von
Polytomella spp. besitzt keine meBbare Prozessierungsaktivitit (Abb.12, Spur 7).

Daraus kann geschluB3folgert werden, daB3 die Untereinheiten der mitochondrialen Prozessie-
rungsproteasen von P. bifurcatum und E. arvense ebenso wie diejenigen von bisher darauthin
untersuchten hoheren Pflanzen als Core-Proteine in die Cytochrom ¢ Reduktase integriert sind
(Braun et al., 1992; Emmermann et al., 1992; Braun et al., 1993; Eriksson et al., 1994; Glaser
et al., 1994; Braun et al., 1995; Braun & Schmitz, 1995¢). Die Untereinheiten der Prozessie-
rungsprotease von Polytomella spp. hingegen sind entweder beide nicht oder nur eine der

beiden Untereinheiten nicht in den Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex integriert.

St St Pb Pb Ea Ea Ps Ps K

EDTA EDTA EDTA EDTA
P — L e o o TS e S s
m _ | [——— | mr——
Lo R
A
St St Pb Pb Ea Ea Ps Ps K
EDTA EDTA EDTA EDTA
P —
m —
B

Abbildung 12: Die Prozessierungsaktivitit der isolierten Cytochrom ¢ Reduktasen von S. tuberosum (St), P.
bifurcatum (Pb), E. arvense (Ea) und Polytomella spp. (Ps). Das Vorlduferprotein der B-Untereinheit des F;-
Teils der ATP-Synthase von Nicotiana tabacum (A) und das Vorlduferprotein des FeS-Proteins von S.
tuberosum (B) wurden in vitro in Gegenwart von 33S-Methionin synthetisiert und mit den isolierten Cytochrom ¢
Reduktasen mit oder ohne Zusatz von EDTA inkubiert. Die radioaktiv markierten Proteine wurden anschlieSend
iiber SDS-PAGE aufgetrennt und danach durch Fluorographie sichtbar gemacht. K, Kontrolle; p, Precursor oder

Vorlauferprotein; m, reife Form des Proteins.

51



Ergebnisse

2. Untersuchungen zur Co-Evolution der Cytochrom ¢ Reduktase und der mitochon-

drialen Prozessierungsprotease am Modellorganismus Neurospora crassa

Wenn die Core-Proteine der Cytochrom ¢ Reduktase evolutiondre Relikte der Untereinheiten
der mitochondrialen Prozessierungsprotease sind und es moglich ist, die fiir die Prozessie-
rungsaktivitdt erforderlichen strukturellen Eigenschaften wieder in die nicht aktiven Core-
Proteine zu integrieren, sollten die Prozessierungsaktivititen der Cytochrom c¢ Reduktasen
von Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae oder Saugern rekonstituierbar sein. Aus-
gehend von dieser Hypothese wurde versucht, Neurospora crassa-Transformanten mit zur
Prozessierung fihigen Cytochrom ¢ Reduktasen zu erzeugen. Dieser von der Isolation und
gezielten Verdnderung der core II-cDNA von Neurospora crassa ausgehende Versuch wird
im folgenden Kapitel beschrieben. Auerdem wurde in vitro liberpriift, ob das Core II-Protein
und das verdnderte Core II in Losung Dimere mit der B-MPP-Untereinheit der mitochon-

drialen Prozessierungsprotease bilden.

2.1 Isolation der cDNA des core II aus Neurospora crassa

Zur Isolation der cDNA des core I von Neurospora crassa wurde die von Orbach, Sachs und
Yanofsky (1990) konstruierte cDNA-Bank, welche die myceliale mRNA des N. crassa Wild-
Typ-Stammes 74-OR23-1VA reprdsentiert, mit einem degenerierten Oligonukleotid
gescreent. Die Sequenz des degenerierten Oligonukleotids (COREIIN: 5° DIG-
TTRAARAANggYTCNACCCAYTT 3') wurde mit Hilfe des Programmes PROBE der PC-
Gene-Software aus einer bekannten Peptidsequenz des Core I1 (K W V E P F F K) abgeleitet.
Das Screening der cDNA-Bank fiihrte zur Isolation eines positiven Klones. Das Insert dieses
Klons wurde nach der in vivo Excision durch Restriktion mit EcoRI aus dem Plasmid
pBluescript SK- erhalten und seine Grofle wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung im
Agarose-Gel mit 1,8 kbp bestimmt (Daten nicht gezeigt). Das dieses Insert enthaltende
Plasmid wurde mit CpBluescript bezeichnet.

Die Sequenzanalyse ergab eine genaue Insertgrofe von 1801 bp (Abb. 13). Der offene
Leserahmen mit einer Grofle von 1362 bp wird von dem Startcodon ATG und dem Stopcodon
TAG begrenzt. Am Ende des 3'-nichtcodogenen Bereichs liegt ein kurzer polyadenylierter
Sequenzabschnitt. Die aus der Nukleotidsequenz abgeleitete Aminosduresequenz hat eine
Lange von 454 Aminosdureresten. Der Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz mit der

bereits bekannten Aminosduresequenz am N-Terminus des reifen Core II und mit einer durch
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direkte Sequenzierung ermittelten Peptidsequenz des Core II bestdtigt, dal der isolierte
cDNA-Klon die mRNA fiir das Core II von Neurospora crassa reprasentiert. Auf Grund der
vorliegenden Daten kann davon ausgegangen werden, dal3 der isolierte cDNA-Klon vollstin-
dig ist. Das aus der Aminoséduresequenz kalkulierte Molekulargewicht des Core II betrigt
46939 Da, das kalkulierte Molekulargewicht des nativen Proteins betrdgt 43930 Da. In
Tricine-SDS-Gelen liegt das apparente Molekulargewicht des reifen Core II bei ca. 45 kDa.
Der theoretische isoelektrische Punkt des reifen Proteins liegt bei pH 6,89.

CCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCCCTCCCAAGCAGTGCTCGCT 60
+

GCGCAATCATCTAGAACCGTCAATTGGACGACATCGACCCCTCCAACCATGATCTCCCGA 120
M I S R 4

TCGGCTCTCCTGAGGGGAAGCCAGCTGGCCCTTCGCCGCCCGGCCGCTGCGAAGACGGCC 180
s AL L R G S 9 L A L R R P A A A K T A 24

CAGCGCGGCTTTGCTGCTGCTGCTGCTTCTCCCGCGGCGTCATACGAACCCACCACCATC 240

GCCGGCGTCAAGGTTGCCTCGCGCGACGACTCCGGCCCGACCACCCGCCTCGCCGGCGTC 300
A G VvV K v A S R D D S G P T T R L A [cv 64

GCAAAGGCCGGTACCCGTTACGAGCCCCTTGCCGGTCTGACCGTCGGTCTGGAGGAGTTT 360
A K A G T R Y E P L A GG L T V G L E E F 84

GCGTTCAAGAACACCAACAAGAGAACCGCCCTCCGCATCACCCGCGAGTCCGAGCTCCTC 420
A F K N T N K R T A L R I T R E S E L L 104

GGCGGCCAATTGCAGGCCTACCACACGCGCGAGGCCGTCGTCCTCCAGGCCTCCTTCCTC 480
G G o L. Q A Y HTUREA AV V L Q A S F L 124

CGCGAGGACCTCCCCTACTTCACCGAGCTCCTTGCCGAGGTCATCTCTGAGACCAAGTAC 540
R ¢ DL P Y ¥ T E L L A E V I S E T K Y 144

ACCACCCACGAGTTCCACGAGCTCGTCGAGAACTGCATCCACGAGAAGCAGGCCAAGCTC 600
T T H E F H E L VvV E N C I H E K Q A K L 164

GACTCTGCCGCCATCGCCCTCGATGCCGCCCACAACGTCGCCTTCCACAGCGGCCTCGGT 660
b s A A I A L DA A HNV A F H S G L G 184

TCTCCCCTCTACCCTACCGTCGACACCCCTACCTCGTCCTACCTCAACGAGAACTCGGTC 720
s p L Y p T V DT P T S S Y L N E N S V 204

GCCGCCTTCGCCAACCTCGCCTACAACAAGGCCAACATCGCCGTTGTCGCCGATGGTGCC 780
A A F A N L A Y N K AN I A V V A D G A 224

AGCCAGGCCGGTCTCGAGAAGTGGGTTGAGCCCTTCTTCAAGGGTGTTCCCGCCACCAGC 840

TCCGGCAACCTGAACACTGCCGCCTCCAAGTACTTTGGTGGTGAGCAGCGCGTTGCCAAG 900
s 6 N L NTAAS K Y F G G E O R V A K 264

AACGGCAAGAACGCCATCGTCATTGCCTTCCCCGGTGCTTCCCTTGGCGTCCCCCACCCC 960
N G K N A I VI A F P G A 5 L G V P H P 284
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GAGACTTCCGTCCTCGTCGGTCTCCTCGGCGGTGTCTCCAACATCAAGTGGTCCCCCGGT
E T s v L v L L 6 G VvV s N I K W S P G

TTCAGCCTCCTCGCCAAGGCCACCGCCGCCAACCCCGGCGCCGAGGCCTTTGCTCACAAC
F s L L A K A T A A N P G A E A F A H N

TACGCCTACTCCGATGCTGGTCTCCTCGCCATCCAGATCACCGGCAAGGGTGCCGCCGTC
Yy A Y S b A G L L A I 0 I T G K G A A V

GGCAAGGTCGCCGTCGAGGCCGTCAAGGGTCTCAAGGCCATCGCTGCCGGTGGTGTCTCC
G K v A V E AV K G L K A I A A G G V S

AAGGAGGACCTCACCAAGGCTATCGCCAAGGCCAAGTTCAACCTCCTCTCCGCCAGCGAG
K E b L T K ATI A K A K F N L L S A S E

GTTTCCGGCACTGGCCTCGTCCACGCCGGTGCCAACCTTCTTGCCGGTGGCAAGCCCATC
v s 6 T 6 L vV #H A GG A N L L A G G K P I

CAGGTTGCCGAGACCCTCAAGGCTCTTGAGGGCGTTACCGCTGAGAAGCTCCAGGCTGCT
v A E T L K A L E G V T A E K L Q A A

GCCAAGAAGCTCCTTGAGGGCAAGGCTTCCGTTTCCGCCGTCGGTGACCTCCACGTCCTT
A K K L L. £ &6 K A S V S A V G D L H V L

CCCTATGCTGAGGATCTCGGTCTCAAGGTATAGACGTAGACTAGACTTTGGGGGCGCAGA
P Y A E D L G L K V * 454

GCGGGTTGTGCAATTCGTAGTTAATTGAAAGAGGAAATACCTAAACGCAGCGAAACGAAC
CGATTGAAACTGGAAAGGCGTGGATACTTTTTTGAGAAGACGCCAGGGTTGGGAGACAAA
AACCAAAACCGTGTACCAACAGCAAAACCGGCCGGGATGAAGTGTGTTGTAGACCTTTCT
CGTTGTGAAGCGGGAGATGAAGAACGAACGGCTGGGGACCGACGACTTTTTGTGCATATA
CAAACCTCTAGACTTTTTATCATTCCTCGCCACTACTTCTCTAGCAGAGCTATAAAACAC

AAAATGCAGCAGGCATTATTTCTTTTGTTGAAAAAAAAAAGGAATTCGATATCAAGCTTA
+

TCGATACCGTCGACCTCGAGGGGG 1884
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Abbildung 13 (diese und vorherige Seite): Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosduresequenz des Core 11
von Neurospora crassa (Accession-Nr.: E286572). Die Pfeile markieren den Beginn bzw. das Ende der Insert-
sequenz. Grau unterlegt ist die Leitsequenz des Core II. Schwarz unterlegt sind die durch direkte Aminosdure-

sequenzierung bekannte N-terminale Sequenz des reifen Proteins und die Peptidsequenz, aus welcher die

Sequenz des degenerierten Oligonukleotids abgeleitet wurde.

2.2 Genomische Kartierung des core II-Gens von Neurospora crassa

Zur Bestimmung der Lage des core [I-Gens im Genom von N. crassa wurde ein mit einer
core II-Sonde detektierbarer RFLP (Restriktionsfragment-Léangenpolymorphismus) kartiert.
Als core II-Sonde (COBP) diente ein 950 bp langes, ,random primed‘ markiertes, durch
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Restriktion des Plasmides CpBluescript mit BamHI und PshAl entstandenes core II-Frag-
ment. Zur Kartierung wurde die von Metzenberg et al. (1984) erstellte Kartierungspopulation,
die eine Kreuzungsnachkommenschaft von Eltern entfernter Verwandtschaft darstellt (Oak
Ridge Laborstamm und Mauriceville Wild-Isolat), verwendet. In Southern Blot Untersuchun-
gen wurde fiir die mit dem Restriktionsenzym EcoRV geschnittene genomische DNA der
Elternstaimme ein Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus detektiert. Dieser wurde ge-
nutzt, um festzustellen, von welchem der Eltern jeweils das core II auf die Nachkommen

tibertragen wurde (Abb. 14).

OMMMOOMOOMMMOMOMOMO OMOOO

Abbildung 14: RFLP-Untersuchung der Kartierungspopulation. Die genomische DNA wurde mit EcoRV re-
stringiert und zur Southern Blot Analyse mit der aus dem Plasmid CpBlueskript erstellten core /I-Sonde, COBP,
hybridisiert. Oberhalb des Blots ist die Bezeichnung des Individuums nach Metzenberg et al. (1984) angegeben,
bzw. bezeichnen O und M jeweils einen Elternstamm (Oak Ridge und Mauriceville). Unter dem Blot steht der
RFLP-Genotyp, wobei O (Oak Ridge) und M (Mauriceville) die Bezeichnungen der elterlichen Genotypen

wiedergeben.

Die Aufspaltung dieses RFLP-Genotyps wurde mit der Aufspaltung von bereits kartierten
Genen in der untersuchten Population verglichen (Abb.15). Der Vergleich zeigt, da3 der core
II-RFLP auf der Kopplungsgruppe Il in der Umgebung des Telomers ,7e/ IIL, und des hsps-1

lokalisiert ist.
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Individuen
AABDEEFFGGHJ KKLLMNOPAO QR
1467 1713147414145 24421
Marker
Tel IIL MMOOM- OMMOOMOMOMOOMOODO 9,0 %
Corell MMOOMOOMMMOMOMOMOOMOOO
hsps-1 MMOOMOOMMOOMOMOMOOMOOO 4,5 %
00008 - - 0O0OMOOOMOOMOMOMMOOOMO 250%
pSK2-I4 O MOOMOOOMOOMOMOMMOMOMO 22,7%
3:94 OMOOMOOOMOMMOMO- MOMOMO 28,6%
Fsr-52 OMOOMOOOMMMMOMOMMOMOMO 227%

Abbildung 15: RFLP-Kartierung des core II Polymorphismus mit Hilfe der Kartierungspopulation von
Metzenberg et al. (1984, 1995). Dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Kopplungsgruppe II mit dem kartierten
molekularen Marker core II und benachbarten molekularen Markern. Die %-Zahlen geben den Austauschwert

zum molekularen Marker core II an (Zahl der Austausche/Zahl der untersuchten Stimme).

2.3 In vitro Mutagenese der core II-cDNA von Neurospora crassa — Konstruktion einer

chimiren cDNA aus core Il und a-mpp

Alpha-MPP-Sequenzen besitzen, wie bereits einleitend beschrieben, ein hochkonserviertes
hydrophobes 20 Aminosdurereste langes Sequenzmotiv im C-terminalen Bereich (Brunner et
al., 1994; Braun und Schmitz, 1995b). Um die Bedeutung dieser hydrophoben Doméine zu
tiberpriifen, wurde ein chimirer Klon aus dem core II von Neurospora crassa und einem
Sequenzabschnitt des o-mpp-Gens aus Solanum tuberosum, der fiir die hochkonservierte
hydrophobe Doméne kodiert, erzeugt. Damit sollte eine Verdnderung in das Core II ein-
gefiihrt werden, die es moglicherweise befdhigt, die Funktion des o-MPP bei der Prozessie-
rung von Vorlduferproteinen teilweise oder vollstindig zu iibernehmen. Ziel war die Rekon-
stitution der Prozessierungsaktivitit der Cytochrom c Reduktase von Neurospora crassa.

Es mufite an dieser Stelle auf das o-mpp von Solanum tuberosum zuriickgegriffen werden, da
das a-mpp von Neurospora crassa zu diesem Zeitpunkt nicht verfiigbar war.

Der Bereich fiir den Sequenzaustausch wurde mit Hilfe eines multiplen Alignments von
Core II- und o-MPP-Sequenzen festgelegt (Abb. 16).

Auf der Basis dieses Sequenzvergleichs wurde ein 91 bp langes Fragment mit den Restrik-
tionsenzymem PshAl und Narl aus dem Plasmid CpBluescript ausgeschnitten. Der fiir den
hydrophoben Sequenzabschnitt des a-MPP von S. tuberosum kodierende Bereich wurde unter
Einfithrung der Restriktionsschnittstellen PsZAl und Narl mittels PCR aus der o-mpp-cDNA
amplifiziert. Das Amplifikat wurde gerichtet anstelle des ausgeschnittenen 91 bp Fragments

einkloniert (Abb. 17), wobei das Plasmid MpBluescript entstand.
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aMPP Nc : SDDDIYALAT TN QHGWVESCVI : 418
aMPP Sc : DHPDIYALAT TH QYYFVENCYV : 318
aMpp Hs : LEEDFIPEA LN RHHWMYNATS : 382
aMPP Rn : LEEDFIPEA LN RHHWMYNATS : 378
aMPP St : SEKESMTLT LR QYPQIHAFS : 368
Core2 Hs : GSAEANAES S---NTTSHEHQAMAKATQQPFDVS : 325
Core2 Bpt : GSAEANAES QAMAKGVHQPFDVS : 325
Core2 Rn : GNAEANAES AGPHIKREGN---NTTSLESQSMAKGSQQPFDVS : 324
Core2 Nc PHP---ETSNMEVGEEGEGVSNIKWSP----—-- GFSLLAKATAANPGAEAF : 322

Abbildung 16: Ausschnitt aus einem multiplen Alignment von Core II- und a-MPP-Sequenzen. Die Pfeile
schlieBen den Bereich ein, der fiir den Sequenzaustausch vorgesehen war. aMPP, o-MPP; Core2, Core II; Nc,
Neurospora crassa; Sc, Saccharomyces cerevisiae; Hs, Homo sapiens; Bpt, Bos prigenius taurus; St, Solanum
tuberosum. Aminosdurepositionen, die in mindestens fiinf der aufgefiihrten Eiweile konserviert sind, sind grau

unterlegt.

Im Resultat wurde ein Sequenzabschnitt von 84 bp aus der core II-cDNA durch einen
Sequenzabschnitt von 102 bp der a-mpp-cDNA substituiert. Die aus dem offenen Leserahmen
der chimdren cDNA abgeleitete Aminosduresequenz ist damit um 6 Aminosdurereste langer

als die Aminosduresequenz des Core II.

(a) PCR-Amplifikation des fiir den hydrophoben Sequenzabschnitt von o-MPP kodierenden Bereichs und anschlieBender

Restriktionsverdau

PshAl Narl
TATATAGACTTCCGT (o NNGY N Ey NN E]C] O N, 78 e v oo e v v v u e [ONCUVNSGOININE-GCCGCCTATATA
ATATATCTGAAGGCAJEV:NCHNGH Y NG{0]C) W, 78 e e oo oo e o [CaNONNEleleINeIN " CGCGGATATAT

v L QO M L MGGGGSFSAGGPGKGMYSRLYLRVIN Q Y P Q G

(b) Restriktionsverdau des core 11

PshAl Narl
. .GAGACTTCCGTCCTCGTCGGTCTCCTC e v v v e e e e e e e (N)g3eweeeeeennn AACCCCGGCGCCGAGGCCTTTGCT. .
. .CTCTGAAGGCAGGAGCAGCCAGAGGAG . c v v v v v e v e n (N) g3 e e eeeennnnn TTGGGGCCGCGGCTCCGGAAACGA. .
E T s VvV L VvV G L L GGVSNIKWSPGFSLLAKATAA N P G A E A F A

(c) Ausschnitt aus dem chimédren cDNA-Klon aus core II und a-mpp

. . GAGACTTCCGT CloNey NEy U €/ €0 A

. . CTCTGAAGGCAGeVNCH NN 101
E T s vV L 9 M L MGGGGSFSAGGPGKGMYSRLYLRVLN P

Q G A E A

Abbildung 17: Strategie zur Einfithrung der hochkonservierten hydrophoben Doméne des a-MPPs aus Solanum
tuberosum in das Core II von Neurospora crassa. Grau unterlegt sind Nukleotidsequenzen, die urspriinglich vom
core Il aus N. crassa stammen. Schwarz unterlegt sind Nukleotidsequenzen, die urspriinglich vom o-mpp aus S.

tuberosum stammen. Die Pfeile weisen auf die zur Klonierung genutzten Restriktionsschnittstellen.
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Das kalkulierte Molekulargewicht des so verdnderten Core II ist mit 47792 Da um 853 Da
hoher als das des urspriinglichen Proteins. Der berechnete isoelektrische Punkt des reifen ver-
anderten Proteins liegt bei pH 7,33 etwas hoher als der des authentischen Core II.

Berechnet man einen Stammbaum aus den Aminosduresequenzen ausgewdihlter Core II-
Proteine, des verdanderten Core II-Proteins und ausgewéhlter o-MPPs, so wird das gezielt ver-

anderte Core II dem Ast der a-MPPs zugeordnet (Abb. 18).

os[ Core II_Bt —— verdndertes Core II_Nc
L— Core Il Hs —— oMPP Rn
84 —— Core II Rn 82 —— oMPP Nc
—— Core Il Nc - — oMPP Sc
—— OMPP_Rn o[ Core II_Bt
— OMPP_Sc —— Core Il Hs
— oMPP_Nc —— Core II Rn
A B

Abbildung 18: Stammbiume fiir oo MPP- und Core II-Proteine aus verschiedenen Organismen mit
authentischem Core II von Neurospora crassa (A) bzw. verdndertem Core II von Neurospora crassa (B).
Neurospora crassa (Nc), Bos taurus (Bt), Homo sapiens (Hs), Rattus norvegicus (Rn), Saccharomyces
cerevisiae (Sc). Die zur Stammbaumberechnung genutzten multiplen Alignments (nicht gezeigt) wurden mit
dem Programm PILEUP des GCG-Softwarepaketes (gap creation penalty: 6; Gap extension penalty 3) erstellt.
Die Stammbdume wurden wie im Methodenteil beschrieben mit Programmen der Phylip-Software berechnet.
Die Nummern im Stammbaum geben die Hiufigkeit an, mit der die Verzweigung in 100 analysierten
Stammb&dumen errechnet wurde. Verzweigungen ohne Nummerierung sind in 100 von 100 Fillen errechnet

worden.

2.4 Erzeugung von N. crassa Transformanten mit einer chiméren cDNA aus core Il und
a~-mpp und Analyse der Cytochrom ¢ Reduktasen transformierter Stimme hinsicht-

lich einer rekonstituierten Prozessierungsaktivitit

Core I und Core II besitzen, wie aus Deletionsversuchen bekannt ist, fiir die Assemblierung
des Cytochrom c Reduktase-Komplexes von Saccharomyces cerevisiae eine essentielle
Funktion (Tzagoloff et al., 1986; Oudshoorn et al., 1987; Gatti & Tzagoloft, 1990). Vermut-

lich sind die Core-Untereinheiten fiir Neurospora crassa essentiell. Eine Gendisruption des
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core II mit nachfolgender Komplementation durch das verdnderte core II konnte aus diesem
Grund nicht durchgefiihrt werden.

Im wesentlichen standen zur Erzeugung von N. crassa-Stammen mit in das Genom integrier-
tem verdnderten core Il zwei Moglichkeiten zur Verfligung.

Eine Moglichkeit bestand in der Erzeugung von homokaryotischen Transformanten, welche
das verdnderte core Il zusitzlich zum originalen core II ektopisch in das Genom integriert
haben. Dies hitte im Fall, dal3 das verdnderte Core Il das originale Core II komplementieren
kann zur Folge, daf aus einer Transformante Cytochrom ¢ Reduktasen mit sowohl verénder-
tem als auch authentischem Core II isoliert werden konnen. Untersuchungen zur Re-
konstitution der Prozessierungsaktivitit der Cytochrom c¢ Reduktase konnen somit zu
aussagekraftigen Ergebnissen fithren.

Eine zweite Moglichkeit besteht in der Anwendung einer von Metzenberg und Grotelueschen
(1992) beschriebenen Methode. Dabei werden speziell zur Analyse von Letalallelen erstellte
Stamme transformiert und danach Ascosporen, die sowohl eine normale Kopie als auch eine
durch das sogenannte RIP-Phdnomen (Repeat-Induced Point Mutation) disruptierte Kopie des
entsprechenden Genes enthalten, hergestellt (Selker, 1990). Realisiert wird dies durch einen
Meiosedefekt (mei-2) der Stimme, welcher zur Erzeugung von disomischen Zellkernen aus-
genutzt wird. Diese besitzen das Chromosom, auf dem das Zielgen lokalisiert ist, zweimal
(Schroeder & Raju, 1991). Nach einer Transformation der disomischen Stimme mit ent-
sprechenden Plasmiden und der Komplementation des Zielgens tiber ektopischen Einbau kann
das Chromosom mit der normalen Kopie unter bestimmten Selektionsbedingungen verloren
gehen. Mit der Kartierung des core II-Gens im Genom von N. crassa ist bereits eine wichtige
Voraussetzung zur Anwendung dieser Methode erfiillt. Zunédchst wurde sie jedoch zuriickge-

stellt.

Erzeugung homokaryotischer Transformanten

Zur Einklonierung des verdnderten und als Kontrolle des nicht verdnderten core Il wurde der
Expressionsvektor PBARMTE]1 gewdhlt (Pall, 1993; Pall & Brunelli, 1993). Der Vektor ent-
hilt das bakterielle Basta-Resistenzgen (bar) und vermittelt Resistenz der N. crassa-Trans-
formanten gegen Basta und Bialophos bzw. Phospinothricin (Avalos et al., 1989; Straubinger
et al., 1992). Zur einfacheren Handhabung in E. coli-Stimmen verfiigt er {iber ein Ampicillin-
Resistenzgen (amp”). Er erlaubt die konstitutive Expression von Genen und cDNAs in N.

crassa unter der Kontrolle des mfr (Methyltryptophan-Resistenz) Promotors von N. crassa

59



Ergebnisse

ausgehend von ihren eigenen Initiationscodons (Koo & Stuart, 1991). Die cDNAs des core I1
und des verdnderten core II wurden unter Nutzung der BamHI- und EcoRI-Restriktions-
schnittstellen aus den Plasmiden CpBluescript und MpBluescript ausgeschnitten und gerichtet
in die BamHI- und EcoRI-Schnittstellen des pPBARMTEI einkloniert. Die beiden neu entstan-
denen Vektoren wurden mit CpBARMTE]1 und MpBARMTE!1 bezeichnet. Das Plasmid
MpBARMTEI sowie die Plasmide CpBARMTEI und pPBARMTEI als Kontrollen wurden
ungeschnitten zur Transformation von N. crassa eingesetzt.

Fiir die Transformation von N. crassa werden aus Konidien generierte Sphiroplasten einge-
setzt. Diese konnen ein- bis neun-kernig sein, wobei sie in der Mehrzahl zwei bis dreikernig
sind (Tateson, 1972). Da bei der Transformation nicht alle Kerne DNA aufnehmen und die
transformierte DNA in jeden Kern individuell integriert wird, wachsen transformierte
Sphiroplasten in der Regel zu Heterokaryen aus. Um nicht mit undefinierten Heterokaryen
sondern mit genetisch homogenen Stdmmen zu arbeiten, wurden {iiber einkernige Mikro-
konidien homokaryotische Nachkommen isoliert. Gleichzeitig wurde damit die Wahrschein-
lichkeit fiir den Einbau der verdnderten Core II-Untereinheit in den Cytochrom ¢ Reduktase-
Komplex bei den mit dem Plasmid MpBARMTEI] transformierten Staimmen erh6ht. Aus den
insgesamt 30 potentiell heterokaryotischen Originaltransformanten wurden 16 homokaryo-
tische Transformanten erzeugt, welche die Selektionsmarke der Vektoren stabil integriert
hatten. Acht homokaryotische Stimme (M1-M8) wurden aus den mit MpBARMTEI! trans-
formierten Originaltransformanten, fiinf homokaryotische Transformanten (C1-C5) wurden
aus den mit CpBARMTEI transformierten Originaltransformanten und 3 homokaryotische
Transformanten (O1-O3) wurden aus den mit pPBARMTE]1 transformierten Originaltransfor-
manten isoliert. Alle weiteren Untersuchungen wurden an den homokaryotischen Transfor-

manten durchgefiihrt.

Der Phiinotyp der Transformanten

Durch die Eintransformation des core II und des verdnderten core 11 ist, kein zusitzlicher zum
erwiinschten Effekt auf den Phdnotyp zu erwarten. Da in N. crassa eintransformierten
Sequenzen aber vorwiegend ektopisch in das Genom integriert werden, konnen durch die zu-
fallige Integration andere Gene zerstort werden. Sind davon essentielle Gene betroffen, kon-
nen aus den betroffenen letalen Kernen keine homokaryotischen Transformanten regeneriert
werden. Im Fall das nicht essentielle Gene betroffen sind, kann es zur Ausbildung veridnderter

Phinotypen kommen. Ebenfalls nicht auzuschliefen ist, da die eintransformierte Vektor-
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DNA den Phénotyp beeinflult. Um mit vitalen, phénotypisch unauffilligen Stimmen weiter
arbeiten zu konnen, wurden die Stdmme auf phianotypische Auffilligkeiten untersucht. Dazu
wurde das Wachstum der Transformanten auf Minimalmedium nach Vogels (1964) mit dem
des Wildtyps nach Inokulation auf Platten fiir ca. 24 Stunden beobachtet. Alle Transfor-

manten zeigten einen unauffilligen Phianotyp (nicht gezeigt).

Uberpriifung der Transformanten auf Hiufigkeit des Einbaus und auf vollstindigen Ein-

bau der Expressionskassetten des core Il und des veriinderten core 11

Die Haufigkeit des Einbaus und der vollstindige Einbau der transformierten Expressionskas-
setten (Abb. 19), das heiB’t der cDNA des core Il bzw. des verdnderten core Il sowie des mtr
Promotors und #7pC Terminators in das Genom der Transformanten wurde durch Southern
Blot Analyse tiberpriift. Als Sonde wurde die bereits zur Kartierung von core II eingesetzte
Sonde COBP verwendet, welche das core Il und das verdnderte core Il gleichermallen gut

detektiert.

Ndel BamHI Notl
mtr P Insert trpCT

h — —

< 3,3kb >

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Expressionskassetten von MpBARMTE! und CpBARMTEI1 ein-
schlieBlich der angrenzenden Sequenzbereiche. Insert des Vektors MpBARMTE] ist die cDNA des verénderten
core II. Insert des Vektors Co)oBARMTEI ist die core II-cDNA. T, Terminatorsequenz; P, Promotorsequenz.

Bei der mit BamHI restringierten DNA zeigte sich im Southern Blot bei allen Transformanten
mindestens eine zusitzliche Bande zur nativen core II-Bande (Abb. 20). BamHI schneidet nur
einmal in den transformierten Konstrukten. Die zweite Schnittstelle ist vom Einbauort
abhéngig, was dazu flihrt, da3 verschieden grofle zusdtzliche Banden detektiert werden. Die
Zahl der zusitzlichen Signale korreliert deshalb mit der Haufigkeit des Einbaus von Sequenz-
abschnitten der transformierten DNA, die mit der COBP-Sonde detektierbar sind. Demnach
wurde in allen untersuchten Transformanten mindestens ein mit der COBP-Sonde detektier-

barer Sequenzabschnitt in das Genom integriert.
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M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 Cl C2 C3 C4 G5 WT

-

[N

Abbildung 20: Southern Blot Analyse von BamHI restringierter genomischer DNA, isoliert aus den Stimmen
M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, C1, C2, C3, C4, C5 und aus dem Wildtyp (WT). BamHI schneidet inner-
halb der transformierten Konstrukte nur einmal. Der Pfeil weist auf die durch das native core II bedingte Bande.

Die eingesetzte core II-Sonde COBP wurde ,random primed‘ markiert.

Nach Restriktion der Plasmide MpBARMTE1 und CpBARMTEI1 mit Ndel und Notl wurden
ca. 3,3 kbp groBle Fragmente im Southern Blot detektiert (Abb. 21). Da die Restriktions-
schnittstellen fiir Ndel und Notl nur einmal in den Plasmiden vorkommen und die vollstiandi-
gen Expressionskassetten flankieren, konnen diese Banden als Marker fiir den vollstdndigen
Einbau der Expressionskassetten in das Genom der Transformanten dienen. Auf Hohe der
Banden wurden bei der mit Ndel und Notl restringierten genomischen DNA der Stamme M1,

M2, M7, M8, C1 und C4 Hybridisierungssignale detektiert (Abb. 21).
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MI M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 Cl1C2 C3C4 C5 WT MP CP

."""" S —
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- e
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Abbildung 21: Southern Blot Analyse von Ndel und Notl restringierten Plasmiden MpBARMTE1 (MP) und
CpBARMTELI (CP) und Ndel und Nofl restringierter genomischer DNA, isoliert aus den Stimmen M1, M2, M3,
M4, M5, M6, M7, M8, C1, C2, C3, C4, C5 und aus dem Wildtyp (WT). Der Pfeil weist auf die durch das native
core Il bedingte Bande. Die Ndel und Notl Schnittstellen flankieren die vollstdndigen Expressionskassetten der
Vektoren. Rechts neben dem Blot ist die GroBe der durch die Ndel und Nofl Fragmente der Expressionsvektoren

bedingten Banden angegeben.
Expression des verdinderten core I1

Der Nachweis von Transkripten des verdnderten core II erfolgte iiber Northern Blot Analyse
von Gesamt-RNA. Hierfiir wurde eine spezifisch gegen das 102 bp Fragment aus dem o-mpp
von Solanum tuberosum gerichtete Sonde (MCTR) eingesetzt. Die Sonde wurde iiber zwei
PCR-Amplifikationen gewonnen. Dabei wurde das Fragment zunédchst mit den Primern PB3
und PB4 amplifiziert. Anschliefend erfolgte eine lineare PCR-Amplifikation des nicht codo-
genen Stranges des ersten Amplifikates mit dem Primer PB4 in Gegenwart von of*>P]dCTP.

Fiir die Stamme mit der kompletten Expressionskassette des verédnderten core I (M1, M2, M7
MS8) wurden Transkripte nachgewiesen. Durch Vergleich der Position der Banden mit der
Lage der ribosomalen RNA konnte die Grofe der Transkripte grob geschitzt werden. Bei
allen vier Stammen wurden Transkripte mit einer Gréfe von 1,3 bis 1,4 kb (Abb. 22) nachge-
wiesen. Dies entspricht der erwarteten GroB3e fiir die mRNA des verdnderten core I1. Bei den
Stammen M1, M2 und M8 wurden zwei nahe beieinander gelegene Banden in diesem Bereich

detektiert. Im Stamm M7 wurde ein zusétzliches Transkript mit einer Linge von ca. 1,1 kb
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nachgewiesen. Moglicherweise handelt es sich bei den zusitzlichen Banden um Transkripte
von unvollstdndig in das Genom intergrierten Expressionskassetten. Erwartungsgeméal ergab
die Gesamt-RNA der Stimme C1, C2, C3, C4 und C5 sowie des Wildtyps, welche als
Kontrollstimme eingesetzt wurden, keine Hybridisierungssignale. Fiir die Stimme ohne voll-
standige Expressionskassette M3, M4, M5 und M6 wurden keine Transkripte mit der MCTR-
Sonde nachgewiesen. Als interne Kontrolle wurde der selbe Northern Blot nach einer Regene-
ration mit der core I[I-Sonde COBP hybridisiert. Dies fiihrte bei allen getesteten Stammen
zum Nachweis von Hybridisierungssignalen, die auf Transkripte mit einer Linge von 1,3 bis
1,4 kb zurtickzufiihren sind. Das Ergebnis entspricht den Erwartungen, da das core II ein kon-

stitutiv exprimiertes Gen sein sollte und die Lange der mRNA ca. 1,4 kb betrégt.

M1 M2M3 M4 M5 M6 M7 M8 C1 C2 C3 C4 C5WT

Abbildung 22: Northern Blot Analyse mit Gesamt-RNA der Transformanten M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
MS, C1, C2, C3, C4, C5 und des Wildtyps. (A) Der Filter wurde mit einer spezifischen Sonde (MCTR), die
gegen das in die core II-cDNA einklonierte 102 bp Fragment aus dem o-mpp von Solanum tuberosum gerichte-
ten ist, hybridisiert. Fiir die Stimme mit der kompletten Expressionskassette des veranderten core I/ M1, M2 und
M8 wurden jeweils 2 Transkripte mit einer Lange von 1,3 bis 1,4 kb nachgewiesen. In der Gesamt RNA des
Stammes M7 wurde ein Transkript mit einer Lange von ca. 1,4 kb und ein weiteres mit einer Lange von 1,1 kb
detektiert. (B) Nach Regeneration des Filters erfolgte als interne Kontrolle eine Hybridisierung mit der core II

spezifischen Sonde COBP.
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Eine Western Blot Analyse mit mitochondrialem Protein der Transformanten unter Verwen-
dung eines gegen das Core Il von N. crassa gerichteten Antikérper gab keinen Aufschluf3
dartiiber, ob das verdnderte Core II gebildet wird. Nach Auftrennung des mitochondrialen Ge-
samtproteins der Stimme M1, M2, M7 und M8 in Tricin-SDS-Gelen wurden auf den entspre-
chenden Blots keine zur Core II-Bande zusétzlichen Kreuzreaktionen des Antikorpers nach-
gewiesen (nicht gezeigt). Dies mull jedoch nicht bedeuten, dall das verdnderte Core II tat-
sdchlich nicht gebildet oder nicht in die Mitochondrien importiert wird. Denkbar ist vor allem,

daf} es mit dem Core II auf gleicher Hohe im Tricin-SDS-Gel l4uft.

Aufreinigung der Cytochrom c Reduktasen aus den Transformanten M2, M7 und aus dem

Wildtyp

Zur Aufreinigung der Cytochrom ¢ Reduktase wurden die Transformanten M2 und M7 ausge-
wihlt, da sie die Expressionskassette fiir das verdnderte core II mehrfach und mindestens
einmal vollstdndig in das Genom integriert haben und Transkripte des verdnderten core Il in
entsprechend hoher Quantitdt bilden. Im Gegensatz zur tiblichen Praxis genetischer Unter-
suchungen, bei der moglichst der Effekt eines einzigen Mutationsereignisses im ansonsten
unverdnderten Genom untersucht wird, war in diesem Fall die mehrfache, vollstindige Inte-
gration der Expressionskassette fiir das verdnderte core II erwiinscht. Die Wahrscheinlichkeit
fiir den Einbau des verdnderten Core II anstelle des originalen Core II in den Cytochrom c
Reduktase-Komplex sollte damit erhoht werden.

Die Cytochrom ¢ Reduktase von N. crassa 1a63t sich in nativen Proteingelen nicht als Kom-
plex auftrennen (Daten nicht gezeigt). Deshalb war die Elektroelution der Cytochrom c Re-
duktasen aus Blau-Nativen Gelen nicht méglich. Zur Anwendung kam das von Weiss und
Kolb (1979) entwickelte Verfahren zur Aufreinigung der Cytochrom ¢ Reduktase aus N.
crassa tber Affinititschromatographie in Kombination mit einer Gelfiltrationschromatogra-
phie.

Der erste Reinigungsschritt war die von Weiss und Juchs (1978) etablierte Cytochrom c-Affi-
nitdtschromatographie, die auf der spezifischen Bindung des Proteinkomplexes an Cytochrom
c basiert. Die Fraktionen der Affinitdtssdulen wurden gelelektrophoretisch analysiert (nicht
gezeigt). Durch Vergleich des Bandenmusters der Fraktionen und anhand der rétlichen Fér-
bung konnten die Cytochrom ¢ Reduktase-haltigen Fraktionen identifiziert und gepoolt wer-
den. Die gepoolten Fraktionen ergaben ein Volumen von ca. 10 ml mit einer Proteinkonzen-

tration von 1-2 pg/ul, wobei fiir die Cytochrom ¢ Reduktasen etwa die Halfte bis zwei Drittel
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der Gesamtproteinkonzentration geschitzt wurde. Uber eine Druckfiltration wurden die ge-
poolten Fraktionen auf ein Volumen von 0,5 ml eingeengt. Das Konzentrat der angereinigten
Cytochrom c¢ Reduktasen wurde iiber eine AcA34 Gelfiltrationssdule weiter aufgereinigt. Es
erfolgte wiederum eine Analyse der eluierten Proteine tiber Tricin-SDS-PAGE und die Identi-
fizierung der Cytochrom ¢ Reduktasen anhand ihrer Untereinheitenkomposition.

Die Cytochrom ¢ Reduktase des Wildtyps wurde mit einer Proteinkonzentration von 1,5 pg/ul
in der Peakfraktion eluiert. Im Coomassie gefirbten Gel ist, zusdtzlich zu den 9 Banden der
Cytochrom ¢ Reduktase-Untereinheiten eine schwache Bande in Hohe der beiden Core-
Protein-Banden zu sehen (Abb. 23C).

Etwas stirkere Verunreinigungen sind bei den Cytochrom ¢ Reduktasen der Transformanten
M2 und M7 in Coomassie gefiarbten Gelen sichtbar (Abb. 23A/B). In den Peakfraktionen der
Eluate wurde fiir die Cytochrom ¢ Reduktase von M2 eine Konzentration von 1 pg/ul und fiir

die Cytochrom ¢ Reduktase von M7 eine Konzentration von 1,5 pg/ul bestimmt.

M2 M7 WT
-— | — - — C1 — | — C1
| - 85 C2 — C2
Cytb Cytb
| — J——
s | Cyth <Cyt o e
_\C}/t C1
— FeS == |7 FeS “ |~ FeS
- — 14 kDa — 14 kDa — 14 kDa
—12 kDa <12 kDa < ﬁ tg:
\11 kDa 11 kDa
—8kDa —8 kDa ~8 kDa
A B C

Abbildung 23: Uber Affinititschromatographie, Druckfiltration und anschlieBende Gelfiltrationschromatogra-
phie aufgereinigte Cytochrom ¢ Reduktasen (A) aus dem Transformantenstamm M2; (B) aus dem Transforman-
tenstamm M7; (C) aus dem Wildtyp. C1, Core I; C2, Core II; Cyt b, Cytochrom b; Cyt ¢;, Cytochrom c; Die
angegebenen Molekulargewichte weisen auf die entsprechenden kleinen Untereinheiten. Nicht beschriftet sind

Banden, die auf noch bestehende Verunreinigungen der Cytochrom ¢ Reduktasen zuriickzufiihren sind.

66



Ergebnisse

Prozessierungsaktivitit der aufgereinigten Cytochrom c Reduktase Fraktionen

In vitro Prozessierungsenzymtests sollten dariiber Aufschlu3 geben, ob es gelungen war, die
Prozessierungsaktivitdt der Cytochrom ¢ Reduktasen in den N. crassa Transformanten M2
und M7 zu rekonstituieren. Uberpriift wurde die Prozessierungsaktivitit der aufgereinigten
Cytochrom ¢ Reduktasen der Transformanten M2 und M7 sowie des Wildtyps als Kontrolle.
Als weitere Kontrollen wurden die mitochondrialen Matrixfraktionen sowie die in Kombina-
tion eingesetzten, aufgereinigten Untereinheiten der Prozessierungsprotease von N. crassa
verwendet. Die aufgereinigten Untereinheiten der Prozessierungsprotease von N. crassa wur-
den freundlicherweise von Prof. Kaulousek und Dr. Adamec (Yale School of Medicine, New
Haven) zur Verfiigung gestellt. Als Substrate dienten zunédchst die mitochondrialen Vor-
lauferproteine der B-Untereinheit des ATP-Synthase-Komplex von Nicotiana tabacum und
das FeS-Protein von Solanum tuberosum, die tiber 33S-Methionin radioaktiv markiert wurden.
Keine der getesteten mitochondrialen N. crassa-Fraktionen, einschlieflich der in Kombina-
tion eingesetzten aufgereinigten Untereinheiten der Prozessierungsprotease, waren in der
Lage, die beiden Vorlduferproteine effizient in ihre reifen Formen umzusetzen (Daten nicht
gezeigt).

In weiteren Prozessierungsenzymtests wurde gepriift, ob das Vorlduferprotein der -Unter-
einheit des ATP-Synthase-Komplex von Saccharomyces cerevisiae von der mitochondrialen
Prozessierungsprotease aus N. crassa sowie den Cytochrom ¢ Reduktasen aus den Transfor-
manten-Stimmen und aus dem Wildtyp in das reife Protein umgesetzt wird. Fiir die getesteten
Fraktionen wurde eine deutliche Prozessierungsaktivitit gegeniiber dem Vorlduferprotein, die
durch Zusatz des Metall-Chelators EDTA hemmbar ist, nachgewiesen (nicht gezeigt).

Die Versuche zeigen, da3 die Prozessierungsprotease von N. crassa offensichtlich eine hohere
Substratspezifitit besitzt als bisher vermutet wurde und nicht alle mitochondrialen Vorldufer-
proteine aus heterologen Systemen als Substrate erkennt.

Unerwartet war die Prozessierungsaktivitdt der getesteten Cytochrom ¢ Reduktase-Fraktion
des Wildtyps. Die Ursachen dafiir wurden nicht aufgeklart. Deshalb bleibt zunichst offen, ob
es gelungen ist, die Prozessierungsaktivitit der Cytochrom ¢ Reduktase von N. crassa durch

die vorgenommene Transformation zu rekonstituieren.
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2.5 Invitro Studien am iiberexprimierten chiméren Protein aus Core II und a-MPP

In Detergenz-Losung ist der Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex von N. crassa fragil und dis-
soziiert bei hohen Salzkonzentrationen in drei Teile. Diese drei Teile sind der bc;-Subkom-
plex, bestehend aus Cytochrom b, Cytochrom c; und den vier kleinen Untereinheiten; der
Core-Subkomplex, bestehend aus den Untereinheiten I und II sowie das Eisen-Schwefel-
Protein. Die beiden Subkomplexe und das Eisen-Schwefel-Protein konnen leicht tiber bio-
chemische Methoden voneinander getrennt bzw. aufgereinigt werden und unter bestimmten
Bedingungen in vitro wieder zu einem aktiven Komplex assemblieren (Linke & Weiss, 1986).
Ein in E. coli iiberexprimierter und aufgereinigter Komplex aus den reifen Formen des Core I
(B-MPP) und des verinderten Core II sollte gemeinsam mit dem biochemisch aufgereinigten
bci-Subkomplex und dem Eisen-Schwefel-Protein zur Assemblierung der Cytochrom c
Reduktase genutzt werden konnen. Damit stiinde ein geeignetes in vifro System zur Analyse
des Einflusses des verdnderten Core II auf die Prozessierungsaktivitit der Cytochrom c
Reduktase zur Verfiigung. Eine Kontamination des Testsystems mit dem a-MPP konnte dabei
weitgehend ausgeschlossen werden.

Der aufgereinigte Komplex aus dem Core I (3-MPP) und dem verénderten Core II sowie das
aufgereinigte verdnderte Core II konnen auBBerdem in vitro auf ihre funktionellen Eigenschaf-

ten hin, z.B. Substratbindung, untersucht werden.

Uberexpression und Aufreinigung des verinderten Core I1

Fiir die Uberexpression des verinderten core I wurde der Expressionsvektor pET-28a aus-
gewidhlt, der die Selektion von Transformanten auf Kanamycinresistenz erlaubt. Zur Ein-
klonierung in den Vektor wurde aus der cDNA des verdnderten core Il mit den spezifischen
Primern HClund RCHIM (unter Material und Methoden beschrieben) ein DNA-Fragment,
was fiir die reife Form des verdnderten Core II kodiert, amplifiziert. Das DNA-Fragment
wurde tiber die Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHI in den Vektor einkloniert. Aus
dem so konstruierten Vektor, MpET28, kann ein Transkript abgelesen werden, welches fiir
ein verdndertes CORE II mit sechs N-terminalen Histidinresten kodiert. Das Plasmid
MpET28 wurde in den Expressionsstamm BL21 transformiert, der unter Induktions-
bedingungen das rekombinante Protein in sehr geringen Mengen bildet. Dieses wurde aus
dem Zelllysat unter Ausnutzung der Affinitdt der N-terminalen Histidinreste zu divalenten

Kationen tiber eine Nickel-Affinitdtssdulenchromatographie nativ aufgereinigt (Abb. 24). In
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gleicher Weise wurde zur Kontrolle das unverdnderte Core Il exprimiert und aufgereinigt

(nicht gezeigt).
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Abbildung 24: Gelelektrophoretische Analyse von Fraktionen der Ni-Affinititssdule zur Aufreinigung des ver-
dnderten Core II. (A) Coomassie gefarbtes Gel. Spur 1: ,Flow-through; Spur 2: Waschen der Siule mit
Bindungspuffer (siche Material und Methoden); Spuren 3-8: Waschen der Sdule mit Waschpuffer (siche Material
und Methoden); 9-11: Elution des rekombinanten Proteins. (B) Immunoblot mit einem Antik6rper der spezifisch
gegen das Core II von N. crassa gerichtet ist. Die Spuren 1-5 entsprechen in der genannten Reihenfolge den
Spuren 7-11 im Coomassie gefirbten Gel. v C2, verdndertes Core II. In der Mitte sind die Molekulargewichte

von Standardproteinen angegeben.

B-MPP und das verinderte Core II bilden einen dimeren Komplex

Das verinderte Core II konnte iiber seine sechs N-terminale Histidinreste gemeinsam mit dem
B-MPP an eine Matrix mit immobilisierten Ni-Ionen gebunden werden und wieder mit 3-MPP

coeluiert werden.
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Dazu wurde das fiir die reife Form kodierende B-mpp-Fragment von N. crassa iiber die mittels
PCR eingefiihrten Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI in den Expressionsvektor
pET11d einkloniert. Dieser erlaubt im Gegensatz zum pET28a die Selektion der Transfor-
manten auf Ampicillinresistenz. Das entstandene Plasmid BpET11 wurde gemeinsam mit
dem Plasmid MpET28 in den E. coli Expressionsstamm BL21 transformiert. Doppelt trans-
formierte E. coli zeichneten sich durch ihre Resistenz gegeniiber Ampicillin und Kanamycin
aus. Durch Immunfarbung mit spezifischen gegen die beiden Proteine gerichteten Anti-
korpern wurde unter Induktionsbedingungen sowohl das verinderte Core II als auch 3-MPP
im Zelllysat transformierter Bakterien nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Das Zelllysat
eines induzierten E. coli-Stammes wurde unter nativen Bedingungen in einer Ni-Affini-
tatschromatographie eingesetzt. Die Fraktionen der Sdule wurden gelelektrophoretisch analy-
siert. Durch Immunfirbung wurde gezeigt, dal das verdnderte Core II und B-MPP bei einem
1 M Imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI enthaltenden Puffer ohne sichtbare Verunreini-
gungen coeluieren. Die apparenten Molekulargewichte der detektierten Proteine von ca.
46 kDa und 52 kDa entsprechen den erwarteten (Hawlitschek et al., 1988). Im Coomassie ge-
farbten Gel war allerdings nur das verdnderte Core II in Form einer Proteinbande sichtbar.
Die Coelution beider Proteine verdeutlicht ihre hohe Affinitdt zueinander. Wenngleich beide
Proteine nicht in einem Verhéltnis von 1:1 gemeinsam von der Sdule eluieren, liegt die Ver-
mutung nahe, dall sie im Zelllysat als Dimere vorliegen. Luciano et al. (1997) und auch
Shimokata et al. (1998) interpretieren die Coelution rekombinanter, iberexprimierter und zum
Teil mutierter MPP-Untereinheiten, von denen jeweils eine iiber sechs bis zehn N- bzw. C-
terminale Histidinreste verfiigt, als Indiez fiir eine nichtkovalente Bindung beider Unterein-
heiten. Erklart werden kann das vom Verhiltnis 1:1 abweichende Verhéltnis moglicherweise
dadurch, daBl die Bindung zwischen den beiden Proteinen labiler ist als die Bindung des ver-
anderten Core II an die Sdule. Ein Teil der Bindungen zwischen 3-MPP und dem verénderten
Core II konnte deshalb bereits vor dem Elutionsschritt destabilisiert worden sein.

Das unverinderte Core II wurde zur Kontrolle in gleicher Weise mit dem -MPP coexprimiert
und von einer Ni-Sdule coeluiert. Die beiden Proteine eluieren unter identischen Bedingungen

wie das veridnderte Core II mit dem B-MPP gemeinsam von einer Ni-Séule (nicht gezeigt).
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Abbildung 25: Gelelektrophoretische Analyse von Fraktionen der Ni-Affinitétssdule zur Aufreinigung des ver-
dnderten Core II gemeinsam mit B-MPP. (A) Coomassie gefirbtes Gel. Spur 1: ,Flow-through; Spur 2: Waschen
der Séule mit Bindungspuffer (siche Material und Methoden); Spuren 3-8: Waschen der Sdule mit Waschpuffer
(siehe Material und Methoden); 9-11: Coelution von B-MPP mit dem verdnderten Core II. (B) Immunoblot mit
Antikérpern die spezifisch gegen das Core II und B-MPP von N. crassa gerichtet sind. Die Spuren 1-5
entsprechen in der genannten Reihenfolge den Spuren 7-11 im Coomassie geférbten Gel. Spur 6 reprisentiert
eine weitere Waschfraktion. In der Mitte sind die Molekulargewichte von Standardproteinen angegeben. Rechts

sind die Identititen der Banden mit v C2, veréindertes Core II und B-MPP angegeben.

3. Identifizierung einer MPP-artigen Protease aus Rhodobacter sphaeroides

Zu Beginn der Untersuchungen fiir die vorliegende Dissertation waren nur zwei eubakterielle
Sequenzen bekannt, die der Unterfamilie der MPP-artigen Mitglieder der Pitrilysinfamilie
zugeordnet werden konnten (Chen et al., 1993). Bis heute ist kein Protein aus dieser Unter-
familie isoliert und funktionell charakterisiert worden.

Phylogenetische Untersuchungen der letzten Jahre belegen, dal3 Mitochondrien und rezente -
Proteobakterien einen gemeinsamen o-proteobakteriellen Vorfahren besallen (Gupta, 1995;

Gray, 1998; Muller & Martin, 1999). Fiir das Verstindnis der Evolution von MPP ist deshalb
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die Charakterisierung einer MPP-artigen Protease aus einem o-Proteobakterium besonders

interessant.

3.1 Erstellung einer reprisentativen genomischen DNA-Bank von Rhodobacter

sphaeroides

In einer repriasentativen DNA-Bank sollte jedes Fragment mit einer akzeptabelen Wahr-
scheinlichkeit vertreten sein. Die Wahrscheinlichkeit, P, mit der ein unabhingiger Klon in
einer DNA-Bank vertreten ist 146t sich aus der Zahl der unabhingigen Klone, N, und dem
Verhiltnis der GroBe der Iserts zur GroBe des Gesamtgenoms, f, mit N=In(1-P)/In(1-f) be-
rechnen. Rhodobacter sphaeroides hat eine Genomgrofe von ca. 4400 kbp (Suwato &
Kaplan, 1989). Die erstellte genomische DNA-Bank enthdlt DNA-Fragmente mit einer durch-
schnittlichen Grofle von 3 kbp. Das heif}t, jeder Klon enthdlt 1/1466 des Gesamtgenoms.
Daraus ergibt sich fiir eine Wahrscheinlichkeit von 99 % eine GréBe der DNA-Bank von 6750
Klonen. Die erstellte, nicht amplifizierte genomische DNA-Bank enthélt ca. 132500 unab-

hiangige Klone und umfaf3t damit 90 mal das Gesamtgenom von Rhodobacter sphaeroides.

3.2 Isolation eines Gens fiir eine MPP-artige Protease

Im und um den Bereich der inversen Zinkbindedoméne weisen die Aminosiduresequenzen der
Vertreter der Pitrilysinfamilie einen hohen Konservierungsgrad auf. Fiir die f-MPP-Sequen-
zen ergibt sich in diesem Bereich eine Konsensussequenz von HFLEHXXFK. Die von einem
offenen Leserahmen abgeleitete Aminosduresequenz einer putativen MPP-artigen Protease
aus Rickettsia prowazekii, die wihrend der Durchfithrung der vorliegenden Dissertation ver-
offentlicht wurde (Andersson et al., 1998), stimmt im entsprechenden Sequenzabschnitt mit
der Konsensussequenz {iberein. Der Sequenzabschnitt weist eine Aminosiduresequenz von
HFLEHMAFK auf. Da sowohl Rhodobacter sphaeroides als auch Rickettsia prowazekii zu
den o-Proteobakterien gehoren, wurde diese Sequenz genutzt, um zwei degenerierte Oligo-
nukleotide zum Screening der genomischen DNA-Bank abzuleiten. Dazu wurde das Pro-
gramm PROBE des PC-Gene Softwarepaketes verwendet. Das kurze Oligonukleotid deckt
die Sequenz HFLEHM ab. Zusétzlich wurde ein ldngeres Oligonukleotid von der Sequenz
HFLEHMAFK abgeleitet.

Das Screening mit dem lédngeren degenerierten Oligonukleotid fiihrte zur Isolation von 6

positiven Klonen. Die Inserts wurden mit den Restriktionsenzymen Sa/l und EcoRI aus dem

72



Ergebnisse

pBK-CMV-Phagemidvektor ausgeschnitten. Thre Groen wurden durch gelelektrophoretische
Auftrennung bestimmt und lagen zwischen 2 und 3,5 kbp. Die Sequenzierung der Inserts aus-
gehend vom T3-Promotor des Plasmids verdeutlichte, da3 die Sequenzen in diesem Bereich
identisch waren. Deshalb wurde nur ein Klon zur weiteren Sequenzierung verwendet. Durch
,Primer-Walking‘ wurde ein Sequenzabschnitt von 2330 bp des ca. 3 kbp groBen Inserts
sequenziert. Der Sequenzabschnitt enthélt einen vollstdndigen offenen Leserahmen von 1254
bp Liange, der fiir eine putative MPP-artige Protease kodiert und im nachfolgenden als rsp

bezeichnet wird (Abb. 26).

AGGCCCGGCTGAAGCACATGTTCAACGACTTCGCCTTCCGCGATGCCGGTGGGGCTGGCT 60

GGCGTCAATTCGATCAACTGGGCGCGGGTGCTGGCGCAGGTCGTCTATTACTTCACCTCG 120
GCCGTGGCGCTCGGCGCGCCGCACCGCGAGGTGAGCTTCACGGTGCCCACCGGCAATTTC 180
GGCGACATCTTCGCGGGCTACATGGCGCGGCGCATGGGGCTGCCCATCGCCCGCCTCGTG 240
GTGGCCACCAACCAGAACGACATCCTGCACCGTGCGCTCTCGACGGGCGCCTACGAGACC 300
GAGGGCGTCACGCCGTCGATCAGCCCCTCGATGGACATCCAGGTCTCCTCGAACTTCGAG 360
CGGGCCTTGTTCGATGCCTATGGCCGCGACGGGCGGCCGTGGCAGCCCTCATGGCCGAGC 420
TGAAGGAGGGCGGCTTCCGCATCTCCGAAAATGCGCTGGGGACTGCGCGCGACCTTCGCC 480
TCGGGCCGCGCCTCCGAGGAAGAGACGCTGGCCACGATCCGCGCCACCCATGCGGCGACG 540
GGCGAGCTTCTCTGCCCCCATTCGGCCGTGGGCGTGAAGGTGGCCGAGGAGGCGCTCGGC 600
CCCGAGCCGATGATCACGCTCGCCACCGCCCATCCGGCCAAGTTCCCCGATGCGGTCGAG 660
GCGGCCACTGGCCTGCGCCCGCCGCTGCCTGCCCGCATGGCCGATCTCTTCGACCGACCC 720
GAGCGGGTGACGCGCGTTCCCAACGACCTGTCCGCCCTCGAAACCCTCATCCGCGAAAGG 780

ACCGGGCGTTGACCGTTCTCCTCGACACCCTGCCGAACGGCTTCCGCATCGTCACCGAGC 840
L T v L. L D T L P N G F R I V T E HI18

ACATGCCCGGGCTGCATTCGGCCTCGATCGGGATCTGGATCGCGGCGGGCGGTCGCCACG 900
M P G L H S A S I G I W I A A G G R H E 38

AGCGGCCCGAACAGAACGGGATCGCCCATTTCCTCGAGCACATGGCCTTCAAGGGCACGA 960
R P E 0 N G I A H F L E H M A F K G T K 58

AGACCCGCAGCGCGCTGCGCATCGCCGAGGAGATCGAGGATGTGGGCGGCTACATCAACG 1020
T R S A L R I A E E I E D V G G Y I N AT7S8

CCTACACCTCGCGCGAGATGACGGCCTATTACGCCCGGGTGCTCGAGGCCGACACCGGGL 1080
Yy T S R EM T A Y Y A R V L E A D T G L 98

TCGCGCTGGACGTGATCGCCGACATCGTTCTGAACCCGTCTTCGACCCGAAGGAGATCGA 1140
AL DV I AD I VL NP S S T R R R S RI118

GATCGAGCGGCACGTCATCCTGCAGGAGATCGGCCAGGCGCTCGACACGCCCGACGACAT 1200
s s 6 T s s C R R S A R R S TR P T T S 138
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CATCTTCGACTGGCTGCAGGAGGCCTCCTACCCCGGTCAGCTTCGGCCGCACCATCCTCG 1260
s s T G C R R P P T P V S F G R T I L G158

GCCCCGAGGAGCGGGTCTCGACCTTCGGGCGCGCCGATCTCACGCGCTTCGTGGGCGAGC 1320
P E E R V S T F G R A D L T R F V G E H178

ATTACGGCCCGGACCACATGATCCTCGCCGCTGCGGGGGGCGTCGATCACGGCAGGATCG 1380
Yy G p D H M I L A A A G G V D H G R I V198

TCGCGCAGGCGCAGGCGCTGTTCGGTCATCTGAAGCCGGTGGGCCAGCGCCCGATGCAGC 1440
A Q A Q A L F G H L K P V G Q R P M QO P 218

CCGCGGACTTCCTCGGCGGCGAGCGGCGCGAGCTGAAGTCGCTGGAGCAGGTCCATTTCG 1500
A D F L G G E R RE L K S L E Q V H F A 238

CCATGGCATTCGAGGCGCCGAACTACCGGGCGCCCGACGTCTATGCGGCGCAGGTCTATG 1560
M A F E A P N Y R A P D V Y A A Q V Y A 258

CCATGGCGCTCGGGGGCGGCATGTCCTCGCGGCTCTTCCAGAAGGTGCGCGAGGAGCGCG 1620
M A L G G G M S S R L F Q K V R E E R G 278

GCCTCTGCTATTCGATCTTCGCCCAGTCGGGCGCCTACGAGGATACCGGGCAGATCACGA 1680
L ¢ Yy s I F A Q S G A Y E D T G © I T I 298

TCTATGCCGGCACCTCGGGCGAGGAGGTGGCCGATCTCGCGGGGCTTACGGTGGACGAGC 1740
Yy A G T S G E E V A DL A G L T V D E L 318

TGAAGCGCGCCACCGAGGACATGTCCGAGGCCGAGGTCGCTCGCGCCCGCGCGCAGCTCA 1800
K R A T E DM S E A E V A R A R A Q L K 338

AGGCCGGGCTCCTGATGGGGCTCGAAAGCCCCTCGAACCGGGCCGAGCGGCTGGCGCGGL 1860
A G L L M G L E S P S N R A E R L A R L 358

TTCTGGCCATCTGGGGCAGGGTGCCGGGCGTGGACGAGGCGGTGGAGAAGATCGACGCGG 1920
L A I W G R V P GV D E A V E K I D A V 378

TGACGGTCGGGGCGGTGCGCGACTATGCAGAGCGCATGGCGCAGGCCCGCTCGGCGCTCG 1980
T v G AV R DY A E R M A Q A R S A L A 398

CGCTCTACGGCCCGACCGAGGCGGCTCCTGCCCTCGCACAGATCCGCGAGCGGCTGGCCG 2040
L Yy G p T EAAPATL A Q I R E R L A A 418

CCTGATGCTCGGACTGCGGCGGAAGGTTCGCATCGAGACGGAGCGGATGACGCTGCGCCT 2100

*

GCCGGCCCATTCCGACTGGCGCGACTGGGCCGCCCTGCGCGCCGAGAGCGCGACCTTCCT 2160

CACGCCGTGGGAGCCCGTCTGGTCCTCGGACCATCTCTCGCGCAAGGCCTTCACCAACCG 2220

CGTCTACTGGGCCGCCCGCGCCGAGAGCCAGGGCACCGCGCTGCCGGTTCTGCTGATCCG 2280

GCGCGAGGATCAGCGCGCTGCTGGGCGCCTATCACGCTCGACAAACATCC 2330

Abbildung 26 (diese und vorherige Seite): Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminoséuresequenz des Klons 12

mit einem vollstindigen offenen Leserahmen fiir eine putative MPP-artige Protease (Seql Rsp).

Die abgeleitete 418 Aminosédurereste lange Aminosduresequenz besitzt 38 % Sequenzidentitét

zur Aminoséduresequenz einer putativen MPP-artigen Protease aus Rickettsia prowazekii und
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hohe Sequenzidentitit zu B-Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsproteasen von

Solanum tuberosum sowie einer putativen Protease aus Bacillus subtilis (Abb. 27).

* 20 * 40 * 60
Seql Rhs : ------ - == > >> > : -
bMPP_ St : MATRHLLNLTRRRSRITPFTVLPPCITFSSRSSTSITNPSQSSSLPSPPPPDAMIYDRLAE : 61
Segl Rip & ————————————mmm e ————— : -
PP Bs I - : -
* 80 * 100 * 120
Seql Rhs : —==---------mmmmm oo LTVLLD HMBGL S : 26
bMPP_ St : QVKSKIKRLEDPNQRFLRYNSPDPTVADHTSILSAPET T NG SNLSSQTAT : 122
Seql Rip 1 =—=——————mmmmm e~ MKENFNMSKEKE YVESVE : 28
PP Bs e e i MIKRYTCPNEV RN NPTMRES|V : 25
* 140 * 160 * 180

Seql Rhs : I € GINHINR PIAO HELEHMINFKGT LR IEDYV] I 87
bMPP_ St : V D e e NN G H F LE HMIF K G T ALEMET ENMEleH T : 183
Segl Rip : NLIAKVGHRYEN ENGINHEF LEHMINEKGT Q S F GHIMNIEVM 89
PP Bs : G TESINHINT PN T Nie] E S R| O VINIR{E KIYINCM : 86

* 200 * 220 * 240
Seql Rhs : I\RVAAE ADTGLENEDV IABIIVINPSSTRRRSRSSGTSSC RS.RRSTR TTSSSTGCRRPPT : 148
bMPP_St : FINEWARGCDVPRIVDEEGHILENSLLEEDKEIRER SHHLREMEEVEKOEEVEFBOEHTEAF : 244
Seql Rip IR RS EN C HKI D IFADEEIAREYQIEMOBEAEHEPNEDPLEYETFYNEVE : 150
PP Bs INEYADE AN YINDDV LAPMF FHSTEDENEL KKEK NV YEEIKM Y EDARDD I VEBLESKATY : 147

* 260 * 300
Seqgl Rhs : PVS-F RVS GVDHGR| OBOABEEGH : 208
bMPP St : QYT QONIEKM VKHEEVMELVKKHETK : 305
Seql Rip : KGQ KS TTK EHNK IBEEEEASE : 211
PP Bs : GNHS Y P T SDSFEKDVERWFGSYE : 208

* 320 * 340 * 360
Seql Rhs : Ep------ VGQRPMQ DIL RRELES - APN R—A.V 0 YAMAI : 261
bMPP St : SSNPIITTSQLVIE IET E I IDDD WT-D| ST MQOM : 365
Seql Rip : .Q —————— VKSSIFI KYI KGFEH - INLGQLEQTYLESIIF : 265
PP Bs : AKI —————— KATGL KPE.HTEKLTRK.—T LCEHGHKELEVG-HERIMDEIMINNVE : 261
Segl Rhs 313
bMPP St 425
Segl Rip 317
PP Bs 313

* 440 * 480
Seql Rhs : TVDELKRA[M-EDMSERENARERAW AvE : 373
bMPP_ St : g C S-YK D VRARN@] RREPYARMLFS : 485
Seqgl Rip : Ig IKIE-ETMSTEEII YILPE : 377
PP Bs : QETLATHKRDGITSKELENSKE®] HKTL N : 374
* 500 * 520 *

Segl Rhs : K TVEGAVRDYAERMAQAR-S Y TEAAPALAQIRERLAA--- : 418
bMPP_ St : REDS DTIT KRVR FIFDIDV ISAR IQDLI%YNWFIRITYWLRY : 534
Seqgl Rip : IETNIRADDEINT KIESGT-TT I INDLNGEF--=-=-=====—=—-—— : 412
PP_BS : ELNEWMNLERVNGLARQLETED-Y SESGNMBS------------- : 409

Abbildung 27: Aminosiuresequenzvergleich der putativen MPP-artigen Protease aus Rhodobacter sphaeroides,
Seql Rsp, mit putativen Proteasen aus Rickettsia prowazekii (C71733), Seql Rip, und Bacillus subtilis
(Q04805), PP_Bs, sowie mit dem B-MPP aus Solanum tuberosum (X80237), bMPP_St. Aminoséduren, die
zwischen allen Sequenzen konserviert sind, wurden schwarz unterlegt. Aminosduren, die in mindestens zwei der

vier Sequenzen konserviert sind, wurden grau unterlegt.
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Das kalkulierte Molekulargewicht fiir das abgeleitete Protein betrdgt 45286 Da. Ein nach
Kyte & Doolittle (1982) berechnetes Hydrophobizititsprofil weist das putative Protein aus
Rhodobacter sphaeroides als insgesamt hydrophil aus (Daten nicht gezeigt).

Ungewohnlich ist das Fehlen des Startcodons ATG am Translationsstart. Aus Sequenzver-
gleichen mit anderen MPP-artigen Sequenzen kann der Translationsstart jedoch auf einen sehr
kleinen Bereich eingeengt werden. In diesem Bereich liegt das Codon TTG, welches in selte-
nen Fillen, 2 %, als Initiationscodon fungiert. Stromaufwirts von diesem moglichen Start-
codon existiert im Leserahmen der putativen Protease kein Stopcodon im sequenzierten Ab-
schnitt des DNA-Fragments. Die Sequenzidentitdt zu Mitgliedern der Pitrilysinfamilie bricht
jedoch stromaufwérts des moglichen Startcodons ab. Dies ist ein weiteres Argument fiir den

festgelegten Translationsstart.

3.3 Uberexpression des Gens fiir die MPP-artige Protease und Aufreinigung des

rekombinanten Proteins

Als Voraussetzung zur Isolation der putativen Protease aus Rhodobacter sphaeroides wurde
ein spezifisches Antiserum hergestellt, welches in einer Immuno-Affinitdtschromatographie
eingesetzt werden sollte. Dazu mufite zunidchst das Gen in E. coli tiberexprimiert und das
rekombinante Protein aufgereinigt werden. Zur Uberexpression des offenen Leserahmens 7sp
wurde dieser unter Einfiihrung der Restriktionsschnittstellen fiir Ndel und Nofl mit den
Primern RHH und RHR2 durch PCR amplifiziert. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde
tiber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in den Expressionsvektor pET-21b ein-
kloniert. Der neu entstandene Vektor, RpET21, erlaubt unter Induktionsbedingungen im Ex-
pressionsstamm BL21 die Synthese eines rekombinanten Proteins mit sechs C-terminalen
Histidinresten. Dieses konnte allerdings nur in sehr geringen Mengen in der 16slichen Frak-
tion der Zellen nachgewiesen werden. Ein grofer Anteil des rekombinanten Proteins lag in
Form von ,inclusion bodies® vor und wurde iiber eine Ni-Affinitdtschromatographie unter
denaturierenden Bedingungen aufgereinigt und zur Synthese eines spezifischen Antiserums
durch das Unternehmen Eurogentec (Belgien) genutzt. Die Spezifitit des hergestellten Anti-
serums wurde in einem Kontrollexperiment iiberpriift. Dazu wurden jeweils ca. 15 pug Ge-
samtprotein aus Rhodobacter sphaeroides tiber Tricin-SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitro-

zellulosemembranen geblottet. Die Nitrozellulosemembranen wurden wéhrend der Immun-
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farbung entweder mit dem hergestellten Antiserum oder mit dem Praimmunserum inkubiert.

Das Antiserum detektiert im Gegensatz zum Pridimmunserum eine Bande bei ca. 45 kDa

(Daten nicht gezeigt).
-IPTG +IPTG
L IB L IB E
220 — Abbildung 28: Aufreinigung der rekombi-
nanten putativen Protease von Rhodobacter
97 — sphaeroides aus dem E. coli Expressions-
66 — stamm BL21. Spur 1: Ultraschall behandeltes

Zelllysat vor Induktion (-IPTG, L), Spur 2:
unlosliche Zellfraktion vor Induktion (-IPTG,
46 — | == - e IB), Spur 3: Ultraschall behandeltes Zelllysat
unter Induktionsbedingungen (+IPTG, L),

Spur 4: unlosliche Zellfraktion unter

307 Induktionsbedingungen (+IPTG, IB), Spur 5:
Eluat der Ni-Affinitdtschromatographie. Der
21 — Pfeil rechts neben dem Gel weist auf die
Bande der iiberexprimierten putativen
Protease. Die Zahlen links neben dem Gel
14 — geben die molekularen Groflen eines Protein-

standards an.

Unter nativen Bedingungen konnte keine ausreichende Menge des rekombinanten Proteins
aufgereinigt werden, so daB3 auf erste Versuche zur funktionellen Charakterisierung der puta-

tiven Protease mit dem {iberexprimierten Protein verzichtet wurde.

3.4 Immunologische Identifizierung der MPP-artigen Protease nach BN-PAGE von

bakteriellem Gesamtprotein

Blau—Native-PAGE ist eine geeignete Methode zur Auftrennung bakterieller Proteinkomplexe
(Schiagger & von Jagow, 1991). Sie ist damit auch bedingt als Methode zur Vorhersage der
Lokalisation bakterieller Proteine geeignet. An dieser Stelle wurde sie in Kombination mit
einer Immunfirbung genutzt, um die bereits auf DNA-Ebene identifizierte MPP-artige

Protease von Rhodobacter sphaeroides auf Proteinebene nachzuweisen. Gleichzeitig kann
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damit eine Aussage iiber eine mogliche Lokalisation der Protease in Proteinkomplexen getrof-
fen werden bzw. das Gegenteil bewiesen werden.

Abbildung 29 zeigt die Auftrennung von Gesamtprotein aus Rhodobacter sphaeroides iiber
BN-PAGE (Abb. 29A) und Tricin-SDS-PAGE (Abb. 29B). Den grofiten als Bande im BN-
Gel sichtbaren Proteinkomplex stellt das GroEL mit einem apparenten Molekulargewicht von
ca. 630 kDa dar (Lee et al., 1997). In der zweiten Dimension zerfillt der Komplex in seine
Untereinheiten, die im Tricin-SDS-Gel ein apparentes Molekulargewicht von 57 kDa be-
sitzen. Der mit [RC+LHC], bezeichnete Komplex mit einem apparenten Molekulargewicht
von 610 kDa stellt das Reaktionszentrum (RC) und den Light-Harvesting-Komplex (LHC)
des Photosynthesezentrums dar (Williams et al, 1989; Arnoux et al. 1990). Er wird in der
zweiten Geldimension in 6 Untereinheiten aufgetrennt. Die FoF;-ATP-Synthase besitzt im
BN-Gel ein apparentes Molekulargewicht von 490 kDa. Dem Komplex konnen in der zweiten
Geldimension zwei Banden bei 57 kDa und 52 kDa (o~ und B-Untereinheiten) und drei wei-
tere Banden mit GroBen unter 30 kDa zugeordnet werden (Falk et al., 1985). Bei dem mit
[RC+LHC]; bezeichnenten Komplex handelt es sich moglicherweise um eine monomere
Form des Komplexes aus Reaktionszentrum (RC) und dem Light-Harvesting-Komplex
(LHC). Im BN-Gel ergibt er eine Bande von ca. 380 kDa. Die Bande bei 300 kDa wird durch
drei verschiedene Proteinkomplexe, die Ribulosebisphosphat Carboxylase/Oxygenase
(RubisCO), die Phosphoribulokinase (PRK) und den Light-Harvesting-Komplex (LHC), ge-
bildet (Hallenbeck & Kaplan, 1987). Die Identifizierung der Proteinkomplexe erfolgte durch
direkte Sequenzierung der Untereinheiten der Komplexe im Rahmen einer Diplomarbeit.

Zur immonologischen Identifizierung der putativen Protease aus Rhodobacter sphaeroides
wurden wie fiir das in Abbildung 29A gezeigte BN-Gel ca. 300 ng Gesamtprotein tiber BN-
PAGE und anschlieende Tricin-SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran
geblottet und danach mit dem gegen die putative Protease gerichteten Antiserum analysiert.
Das Antiserum erkennt sehr spezifisch zwei Proteine mit einem apparenten Molekulargewicht
von ca. 45 kDa und 57 kDa (Abb. 29C). Diese werden in der ersten Blau-Nativen Geldimen-
sion, nahe der Lauffront aufgetrennt. Die Ergebnisse beweisen, dal beide detektierten
Proteine keine Bestandteile von Proteinkomplexen sind, sondern entweder 16sliche cytoplas-
matische oder periplasmatische Proteine oder singuldre Membranproteine darstellen. Kreuz-
reaktionen mit weiteren Proteinspots wurden nicht detektiert. Im Bereich der beiden Protein-
spots liegen sehr viele Proteine dicht beieinander. Eine genaue Zuordnung der immunologisch
detektierten Proteine zu einzelnen Spots im zweidimensional aufgetrennten Proteingel war

deshalb nicht moglich.
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Abbildung 29: Zweidimensionale Auftrennung von ca. 300 pg Gesamtprotein aus Rhodobacter sphaeroides
durch BN-PAGE und Tricine-SDS-PAGE. A: Coomassie-gefiarbte Spur mit Gesamtprotein von Rhodobacter
sphaeroides nach BN-PAGE. B: Coomassie gefirbtes Gel nach Auftrennung in der zweiten Geldimension. C:
Immunoblot einer zweiten Geldimension mit einem gegen die putative Protease gerichteten Antiserum. Der
gestrichelte Rahmen in A gibt den Ausschnitt wieder, welcher im Immunoblot unter C dargestellt ist. Uber der
zweiten Geldimension ist die Identitdt von Proteinkomplexen angegeben. Die Erkldrungen fiir an dieser Stelle
verwendete Abkiirzungen konnen dem Text entnommen werden. Die Zahlen rechts neben der zweiten Gel-

dimension geben die GréBen der Untereinheiten der FoF;-ATP-Synthase von Kartoffel als GréBenstandard an.
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4. Phylogenentische Analyse der mitochondrialen Prozessierungsprotease auf der

Grundlage von Sequenzvergleichen

Momentan existieren weltweit tiber 120 Datenbankeintrdge fiir Proteine der Pitrilysinfamilie.
Die Vielzahl der zuginglichen Sequenzdaten erlaubt eine detaillierte Analyse der phylo-
genetischen Beziehungen von Mitgliedern dieser Proteinfamilie. Im folgenden wurden die
Sequenzen der in Tabelle 6 aufgelisteten Proteine bzw. aus offenen Leserahmen abgeleiteten
Aminosduresequenzen in unterschiedliche multiple Sequenzalignments einbezogen, aus denen
unter Anwendung von Programmen des Phylip-Softwarepaketes Stammbédume berechnet

wurden. Die multiplen Alignments wurden mittels ClustalW unter Beibehaltung der

Standardparameter (,Gap Extension‘: 0,05, ,Gap Distances‘: 0,05) erstellt.

Bezeichnung in Stamm- Erklarung zur Sequenz Organismus Accesion-
bidumen Nummer
B-MPP

BMPP_ At unvollstindig, B-MPP, 101 AS | Arabidopsis thaliana 735354
BMPP Be B-MPP, 465 AS Blastocladiella emersonii U41300
BMPP Ce B-MPP, 485 AS Caenorhabditis elegans 768270
BMPP Ds unvollstindig, B-MPP, 178 AS | Drosophila silvestris G2618992
BMPP Eg B-MPP, 494 AS Euglena gracilis JX0300
BMPP Hs B-MPP, 489 AS Homo sapiens G3342006
BMPP Le B-MPP, 466 AS Lentinula edodes Jc6525
BMPP Lm B-MPP, 494 AS Leishmania major T02849
BMPP Nc B-MPP, 476 AS Neurospora crassa A29881
BMPP Oc unvollstindig, B-MPP, 282 AS | Ostertagia circumcincta E321112
BMPP Rn B-MPP, 489 AS Rattus norvegicus S36390
BMPP_Sc B-MPP, 462 AS Saccharomyces cerevisiae S00552
BMPP_Sp B-MPP, 454 AS Schizosaccharomyces pombe | D89152
BMPP1 St B-MPP, 530 AS Solanum tuberosum X80235
BMPP2 St B-MPP, 534 AS Solanum tuberosum X80237
a-MPP

oMPP1 At o-MPP, 503 AS Arabidopsis thaliana (4220446
oMPP2 At o-MPP, 499 AS Arabidopsis thaliana G2062155
oMPP Be o-MPP, 465 AS Blastocladiella emersonii G1906032
oMPP Hs o-MPP, 528 AS Homo sapiens D21064
oMPP Nc o-MPP, 577 AS Neurospora crassa A36442
oMPP Os unvollstindig, a-MPP, 122 AS | Oryza sativa D25241
oMPP Pf o-MPP ?, 461 AS Plasmodium falciparum X56851
oMPP Rn o-MPP, 524 AS Rattus norvegicus A36205
oMPP Sc o-MPP, 482 AS Saccharomyces cerevisiae S05738
oaMPP Sp o-MPP, 494 AS Schizosaccharomyces pombe | 094745
oaMPP1 St o-MPP, 504 AS Solanum tuberosum S23558
oMPP2 St o-MPP, 504 AS Solanum tuberosum S51590
Core 1

Core I Bpt Core I, 362 AS Bos prigenius taurus S16220
Corel Bt Core I, 480 AS Bos taurus G302
Corel Ce Core I, 471 AS Caenorhabditis elegans G1945498
Core I Hs Core I, 480 AS Homo sapiens 152367
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Core I Mm unvollstindig, Core I, 144 AS Mus musculus AA172512
Core I Sc Core I, 457AS Saccharomyces cerevisiae P07256
Core 11
Core II Bpt Core 11, 453 AS Bos prigenius taurus S16221
Core II Ce Core 11, 427 AS Caenorhabditis elegans G3800907
Core Il Eg Core I, 475 AS Euglena gracilis D16672
Core II Hii Core 11, 354 AS Haematobia irritans irritans | G3098295
Core II Hs Core 11, 453 AS Homo sapiens A32629
Core II Nc Core 11, 454 AS Neurospora crassa E286572
Core II Rn Core 11, 452 AS Rattus norvegicus 529510
Core II Sc Core 11, 368 AS Saccharomyces cerevisiae P07257
Core Il Sp Core 11, 426 AS Schizosaccharomyces pombe | P78761
SPP
SPP At Stroma-Prozessierungsprotease, | Arabidopsis thaliana T03302
1265 AS
SPP Ps Stroma-Prozessierungsprotease, | Pisum sativum U25111
1259 AS
NRDC
NRDC Hs NRD-Konvertase, 1147 As Homo sapiens G2897867
NRDIC Hs NRD-Konvertase, 1151 AS Homo sapiens E1187379
NRD2C Hs NRD-Konvertase, 1219 AS Homo sapiens E1187381
NRDC Rn NRD-Konvertase, 1162 AS Rattus norvegicus L27124
NRD2C Rn NRD-Konvertase, 1229 AS Rattus norvegicus E1187393
IDE
IDE Dm Insulin-Degrading Enzyme, Drosophila melanogaster A372554
990 AS
IDE Hs Insulin-Degrading Enzyme, Homo sapiens A40119
1019 AS
IDE Rn Insulin-Degrading Enzyme, Rattus norvegicus S29509
1019 AS
andere eukaryotische
Proteine
AXL1 Sc AXL1-Protein, 1208 AS Saccharomyces cerevisiae 556037
Seql At unbekannte Funktion, Arabidopsis thaliana G2335108
970 AS
Seql Ce unbekannte Funktion, 745 AS Caenorhabditis elegans U23180
Seq2 Ce unbekannte Funktion, 847 AS Caenorhabditis elegans U55372
Seq3 Ce unbekannte Funktion, 845 AS Caenorhabditis elegans G1280108
Seq4 Ce unbekannte Funktion, 980 AS Caenorhabditis elegans G1280107
Seq5 Ce unbekannte Funktion, 1067 AS | Caenorhabditis elegans G2291181
SDP_Eb Sporozoite Developmental Eimeria bovis P42789
Protein, 596 AS
STE23 Sc STE23-Protein, 988 AS Saccharomyces cerevisiae 555945
PP Sp putative Protease, 969 AS Schizosaccharomyces pombe | E1314271
cubakterielle Proteine
Pit Ec Pitrilysin, 962 AS Escherichia coli A29093
PP Aa putative Protease, 433 AS Aquifex aeolicus A70410
PP Bs putative Protease, 409 AS Bacillus subtilis Q04805
PP Bb putative Protease, 933 AS Borrelia burgdorferi G70166
PP Ct putative Protease, 974 AS Chlamydia trachomatis A71466
PP Cp putative Protease, 974 AS Chlamydia pneumoniae A72012
PP1 Ec putative Protease, 714 AS Escherichia coli P31828
PP2 Ec putative Protease, 931 AS Escherichia coli A64903
PP1 Hp putative Protease, 443 AS Helicobacter pylori D71935
PP2 Hp putative Protease, 444 AS Helicobacter pylori D64646
PP MI putative Protease, 445 AS Mycobacterium leprae E335028
PP Mt putative Protease, 438 AS Mycobacterium tuberculosis E70883
PP1 Stc putative Protease, 459 AS Streptomyces coelicolor E1315261
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PP2 Stc putative Protease, 450 AS Streptomyces coelicolor E1202335
PPh Bs Prozessierungsprotease Bacillus subtilis G69885
homologes Protein, 415 AS
PqqF Kp PqqF, 761 AS Klebsiella pneumoniae P27508
PqqF Kp PqqF, 829 AS Pseudomonas fluorescens S58241
Seql Bs 427 AS Bacillus subtilis 780360
Seql Cp 942 AS Chlamydia pneumoniae B72015
Seql Ct 956 AS Chlamydia trachomatis B71468
Seql Hi 926 AS Haemophilus influenzae E64171
Seql Me 709 AS Methylobacterium extorquens |143135
Seql Mf 426 AS Mycobacterium fortuitum 125634
Seql Re 421 AS Rhodobacter capsulatus RC00241
Seql Rhs 512 AS Rhizobium sp. G2182690
Seql Rip 413 AS Rickettsia prowazekii C71733
Seql Rsp 419 AS Rhodobacter sphaeroides /
Seql Sys 428 AS Synechocystis sp. D64001
Seq2 Sys 430 AS Synechocystis sp. D90908
Seq Stp 429 AS Streptococcus pyogenes (3426365
Seq Tm 412 AS Thermotoga maritima B72264
Proteine von Archae
Seql Ap 403 AS Aeropyrum pernix /

Tabelle 6 (Seiten 80-82): Auflistung der in Stammbaumberechnungen einbezogenen Mitglieder der Pitrilysin-

familie

4.1 Phylogenetische Beziehungen zwischen eukaryotischen Vertretern der Pitrilysin-

familie

Die eukaryotischen Vertreter der Pitrilysinfamilie werden in einem Stammbaum (Abb. 30)
zwei groBen Asten zugeordnet. Auf dem einen Ast liegen die ,Insulin Degrading Enzymes®,
die NRD-Konvertasen, das ,Sporozoite Developmental Protein® von Eimeria Bovis, sowie die
Proteasen AXLI und Ste23 aus Saccharomyces cerevisiae und einige Proteinsequenzen mit
bislang unbekannter Funktion. Allen Sequenzen gemeinsam ist eine vollstindige inverse
Zinkbindedoméne, HXXEH. Genau 77 Aminosdurreste in Richtung C-Terminus vom inver-
sen Zinkbindemotiv entfernt liegt der fiir die Aktivitdt essentielle Glutaminsdurerest, der
lediglich beim ,Sporozoite Developmental Protein® von Eimeria Bovis an Position 75 nach
dem Zinkbindemotiv liegt. Diese Sequenz fillt auBerdem auf, weil sie mit eine Lénge von 596
Aminosédureresten wesentlich kiirzer ist als alle anderen Sequenzen auf diesem Ast, welche
Langen zwischen 745 und 1208 Aminosdureresten besitzen. Im Bereich der inversen Zink-
bindedoméne sind alle Aminosduresequenzen relativ stark konserviert. Innerhalb funktionell

gleicher oder dhnlicher Sequenzen aus verschiedenen Organismen sind zusétzliche Sequenz-
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bereiche konserviert, deren Bedeutung bisher aber nicht bekannt ist. Beispielsweise besitzen
die NRD-Konvertasen 140 Aminosédurereste vom N-Terminus entfernt eine ungewo6hnliche
Abfolge von 8 bzw. 9 Glutaminsdureresten im Fall der NRD-Konvertasen von Homo sapiens
und 19 Glutaminsdureresten im Fall der NRD-Konvertase von Rattus norvegicus, die nur
durch einen anderen Aminosdurerest unterbrochen wird.

Den zweiten grofen Ast bilden die Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-
proteasen, die Core-Proteine und die Stroma-Prozessierungsproteasen von Arabidopsis
thaliana und Pisum sativum. Die beiden Sequenzen der Stroma-Prozessierungsproteasen
liegen an der Basis dieses Astes. Die Sequenzhomologie zu anderen Proteinen des gesamten
Stammbaumes ist relativ gering. Mit einer Sequenzldnge von 1265 und 1259 Aminosdure-
resten sind die beiden Sequenzen mehr als doppelt so lang wie die Untereinheiten der mito-
chondrialen Prozessierungsprotease und die Core-Proteine. Der C-terminale Bereich der
Stroma-Prozessierungsproteasen weist weder signifikante Sequenzhomologie zum C-Termi-
nus der Sequenzen auf dem anderen groflen Ast auf, die eine vergleichbare Linge besitzen,
noch zu anderen in Datenbanken eingetragenen Sequenzen.

Gemeinsam auf einem zweigeteilten Teilast liegen die 3-MPP-Untereinheiten und Core I-
Proteine sowie die a-MPP-Untereinheiten.

Tiefer zweigen die Core II-Proteine in unterschiedlich abgestuften Ahnlichkeiten zu den
Core I-Proteinen und MPP-Untereinheiten ab.

Die Signifikanz der Verzweigungen ist insgesamt hoch. Auf Grund der vorliegenden Daten
konnen die Sequenzen dieses Stammbaumes in mindestens drei Unterfamilien eingeteilt wer-
den. Eine Unterfamilie ist die der MPP-artigen Proteine, denen alle Sequenzen mit hoher
Identitdt zu den PB-Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsproteasen zugeordnet
werden. Die beiden anderen Unterfamilien sind die Familie der Stroma-Prozessierungs-
proteasen und die Insulinase-Familie, welcher die ,Insulin Degrading Enzymes® und ver-
wandte ,lange Proteine‘ zugeordnet werden konnen. Dabei sind offensichtlich die Familie der
MPP-artigen Proteine und die Familie der Stromaprozessierungsprotease enger miteinander

verwandt als eine dieser Unterfamilien mit der Insulinase-Familie.
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Abbildung 30: Phylogenetiche Bezichungen zwischen eukaryotischen Mitgliedern der Pitrilysinfamilie. Die
Nummern im Stammbaum geben die Hiufigkeiten an, mit der eine Verzweigung in 100 analysierten Stamm-
biaumen errechnet wurde. Die verwendeten Abkiirzungen sind in Tabelle 6 erklirt. Teildste des Stammbaums

sind in verschiedenen Grauabstufungen unterlegt.
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4.2 Stammbaum eubakterieller Vertreter der Pitrilysinfamilie

Alle in die Stammbaumberechnung eingegangenen bakteriellen Sequenzen besitzen eine voll-
stindige inverse Zinkbindedoméne.

Auf der Grundlage des multiplen Sequenzalignments und dem daraus erstellten Stammbaum
konnen die analysierten eubakteriellen Vertreter der Pitrilysinfamilie im wesentlichen zwei
Gruppen zugeordnet werden (Abb. 31), deren Mitglieder sich sehr deutlich in der Lange der
Sequenzen unterscheiden. Sequenzen aus der einen Gruppe haben eine Linge von ca. 500
Aminosédureresten, wobei die andere Gruppe Proteine mit Lidngen zwischen 714 und 962
Aminosdureresten beinhaltet. Die kiirzeren Proteine liegen im oberen Bereich des Stamm-
baums in Abbildung 31. Bei diesen Proteinen ist die Position des essentiellen Glutaminsdure-
restes konserviert und liegt 76 Aminosédurereste vom inversen Zinkbindemotiv entfernt. Von
den Sequenzen im oberen Bereich des Stammbaumes abgestuft ist eine putative Protease-
sequenz von Steptomyces coelicolor (PP2_Stc). Bei ihr liegt der essentielle Glutaminsdurerest
an Position 78 nach dem inversen Zinkbindemotiv. Die Sequenzen im oberen Stammbaum-
bereich sind deutlich Teildsten zugeordnet. Sequenzen einer Bakteriengruppe oder der
gleichen Art liegen teilweise auf unterschiedlichen Teildsten. Dies betrifft zum Beispiel
Proteine der o-Proteobakterien. Andererseits sind den Teildsten jeweils Proteine einer
Bakteriengruppe zugeordnet. Offensichtlich existieren in dieser Unterfamilie von Proteinen
mit inversen Zinkbindedoménen mehrere Proteingruppen mit moglicherweise ganz unter-
schiedlichen Funktionen.

Die Proteine der zweiten Gruppe sind mehreren Asten mit unterschiedlich abgestuften
Ahnlichkeiten zu den kiirzeren Sequenzen zugeordnet. Auf den Teilésten, denen die
Jlangeren‘ Sequenzen zugeordnet sind, liegen ebenfalls die Proteine aus einer Bakterien-
gruppe. Die Position des essentiellen Glutaminsdurerestes ist bei den Proteinen der einzelnen
Teildste konserviert.

Insgesamt ist die Beurteilung des Stammbaumes problematisch, da der Abstand zwischen
rezenten Eubakterien, auf Grund der verkiirzten Generationszeit und fritheren Abspaltung der
Eubakterien voneinander, wesentlich grofler ist, als der Abstand zwischen rezenten Eu-
karyoten (Woese et al., 1990). Hinzu kommt, da3 Bakterien aus einer Familie teilweise sehr
unterschiedliche 6kologische Nischen besetzen und demzufolge einem anderen Selektions-

druck ausgesetzt waren.
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vteobacteria

Abbildung 31: Stammbaum mit eubakteriellen Vertretern der Pitrilysinfamilie. Die Gruppe der ,kiirzeren
(oben) bzw. ,ldngeren‘ (unten) Sequenzen sind in verschiedenen Grauabstufungen unterlegt. Die Nummern im
Stammbaum geben die Haufigkeiten an, mit der eine Verzweigung in 100 analysierten Stammbdumen errechnet
wurde. Hinter den Teildsten des Stammbaums sind die Namen der Bakteriengruppen angegeben, aus welchen die

Sequenzen stammen. Die verwendeten Abkiirzungen sind in Tabelle 6 erklért.
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4.3 Phylogenetische Beziechungen von eubakteriellen, eukaryotischen und archae

Vertretern der Pitrilysinfamilie

In diesem Kapitel sollen die phylogenetischen Beziehungen zwischen Vertretern der Pitri-
lysinfamilie der drei Urreiche, Eukarya, Eubacteria und Archaea, ndher bestimmt werden.
Dazu wurde aus reprdsentativen Vertretern der Pitrilysinfamilie von Eubakterien und Eu-
karyoten sowie einer Sequenz, die aus einem offenen Leserahmen im Genom des Archae,
Aeropyrum pernix abgeleitet wurde, ein Stammbaum erstellt. Die Sequenz der putativen
Protease aus Aeropyrum pernix ist bislang die einzige in Datenbanken eingetragene Sequenz
aus einem Archaebakterium mit signifikanter Homologie zu Proteinen der Pitrilysinfamilie.
Die Sequenzen eukaryotischen und eubakteriellen Ursprungs wurden auf der Grundlage ihrer
Position in den Einzelstammbadumen ausgewéhlt.

Der Gesamtstammbaum (Abb. 32) spiegelt im wesentlichen das Bild des Stammbaums fiir die
eukaryotischen Vertreter wider. Auf einem Ast liegen die ,Insulin Degrading Enzymes‘, die
NRD-Konvertasen sowie die Proteasen AXLI und Ste23 aus Saccharomyces cerevisiea.
Diesem Ast wird nur ein eubakterielles Protein, das Pitrilysin aus E. coli, zugeordnet. Bei
allen Sequenzen dieses Astes befindet sich der essentielle Glutaminsédurerest 77 Aminosaure-
reste vom inversen Zinkbindemotiv in Richtung C-Terminus entfernt.

Auf dem zweiten groBen Ast liegen die MPP-artigen Proteine, die Stroma-Prozessierungs-
proteasen sowie weitere eubakterielle Proteine. Zu den MPP-artigen Proteinen diese Astes
sind die Untereinheiten der Prozessierungsprotease, die Core-Proteine, die ,kurzen‘ putativen
Proteasen der o-Proteobakterien und Firmicutes, das putative Protein des Archae Aeropyrum
pernix und drei weitere Aminosduresequenzen aus Eubakterien zu rechnen. Bei all diesen
Sequenzen befindet sich der essentielle Glutaminsdurerest genau 76 Aminosdurereste in
Richtung C-Terminus vom inversen Zinkbindemotiv entfernt. Im oberen Bereich teilt sich der
Ast in zwei groBe Nebendste. Die Untereinheiten der Prozessierungsprotease, die Core-
Proteine und die ,kurzen® putativen Proteasen der a-Proteobakterien und Firmicutes (gram-
positive Bakterien) bilden einen groBen zweigeteilten Ast. Auf einem der Teildste liegen die
Core I-Proteine, 3-MPPs und die ,kurzen‘ putativen Proteasen der o-Proteobakterien und

Firmicutes, wobei letztere wiederum gemeinsam auf einem Nebenast liegen.
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Abbildung 32 (vorherige Seite): Gesamtstammbaum, der die Beziechungen zwischen Vertretern der Pitrilysin-
familie der Eukaryoten, Eubakterien und einem putativen Protein aus Aeropyrum pernix, einem Archae-
bakterium, aufzeigt. Die Nummern im Stammbaum geben die Haufigkeiten an, mit der eine Verzweigung in 100
analysierten Stammb#umen errechnet wurde. Mit verschiedenen Grauabstufungen sind die Aste der drei Unter-
familien, Familie der MPP-artigen, Familie der Stroma-Prozessierungsproteasen und verwandte Sequenzen,
Familie der Insulinasen und verwandte Sequenzen, unterlegt. Zusétzlich sind aus der Familie der MPP-artigen
Vertreter nahe verwandte Sequenzen in Grauabstufungen unterlegt. Die verwendeten Abkiirzungen sind in

Tabelle 6 erklirt.

Die Position einzelner Sequenzen in Stammbdumen kann durch das Hinzufiigen oder Weg-
lassen von anderen Sequenzen beeinfluflit werden. Bei einem Austausch nur weniger Sequen-
zen zur Berechnung des Stammbaumes wurde die putative Protease von Rickettsia prowazekii
gemeinsam mit den Core I-Proteinen und B-MPP-Sequenzen auf einem Teilast eingeordnet
(Abb. 33A) oder beim Austausch weiterer Sequenzen werden die putativen Proteasen von

Rhodobacter capsulatus und Rhodobacter sphaeroides ebenfalls diesem Teilast zugeordnet
(Abb. 33B).

BMPP_Nc 100 : Seql Rc
77 ‘——1&: BMPP_Sp 96 Seql Rhs
79 BMPP_St Seql_Rip
Core I Bpt
90 BMPP_Rn 96 _
o T e 20 9 [ L Corelns
26 Core I Bpt 100 BMPP Rn
90 _bp 73 —
Core I Hs 96 _—: BMPP_Hs
Seql_Rip ——— [BMPP_St
100 Seql_Mf BMPP_SC
49 PP_MI 100 Seql Mf
Seql Rhs PP_MI
A B

Abbildung 33: Ausschnitte aus Gesamtstammbadumen mit Vertretern der Pitrilysinfamilie aus Eukaryoten, Eu-
bakterien und Archae. Gezeigt sind die Aste von Gesamtstammbiumen, auf welchen B-MPP-Untereinheiten,
Core I-Proteinen sowie Sequenzen aus o-Proteobakterien und Firmicutes eingeordnet sind. A: Die putative
Protease von Rickettsia prowazekii liegt gemeinsam mit den Core I-Proteinen und B-MPP-Untereinheiten auf
einem Teilast. B: Die Sequenzen der a-Proteobakterien sind gemeinsam mit den Core I-Proteinen und B-MPP-
Untereinheiten auf einem Teilast. Die verwendeten Abkiirzungen sind in Tabelle 6 erklart. Die Nummern im
Stammbaum geben die Haufigkeiten an, mit der eine Verzweigung in 100 analysierten Stammb&umen errechnet

wurde.

Die Core II-Proteine von Homo sapiens und Bos prigenius taurus liegen gemeinsam mit den

0-MPPs auf dem zweiten Teilast.
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Der Teilast der Stroma-Prozessierungsproteasen liegt an der Wurzel des Astes. Auf diesem
Teilast liegen zwei Aminosduresequenzen von putativen Proteasen aus Escherichia coli.

Im wesentlichen bestitigt der Gesamtstammbaum die anhand des Stammbaums von eu-
karyotischen Vertretern getroffene Einteilung der Vertreter der Pitrilysinfamilie in mindestens
drei Unterfamilien, wobei offensichtlich die Unterfamilie der MPP-artigen Proteine und die
Unterfamilie der Stroma-Prozessierungsproteasen ndher miteinander verwandt sind als beide

Unterfamilien zu den Insulinasen und verwandten Sequenzen.

4.4 Stammbaum der Unterfamilie MPP-artiger Proteine

In den vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, welche Unterfamilien
innerhalb der Pitrilysinfamilie unterscheidbar sind und welche phylogenetischen Beziehungen
zwischen den Unterfamilien bestehen. Auflerdem wurden Merkmale in der Primérstruktur der
Proteine erkannt, die helfen kénnen, einzelne Sequenzen den drei Unterfamilien zuzuordnen.
Die phylogenetischen Beziehungen moglichst vieler Vertreter aus der Unterfamilie der MPP-
artigen Proteine wurden im folgenden analysiert. Ziel dabei war es, die phylogenetisch
engsten Verwandten der Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease festzu-
stellen. Dazu wurde mit 61 Vertretern dieser Unterfamilie ein multiples Alignment erstellt
(Abb. 38 im Anhang), welches die Grundlage zur Berechnung eines Stammbaums bildete
(Abb. 34). In dem Stammbaum liegen die Core I-Proteine und B-MPPs mit einer Gruppe eu-
bakterieller Sequenzen auf einem gemeinsamen Ast. Diese Gruppe eubakterieller Sequenzen
umfafit drei Vertreter aus o-Proteobakterien, die bereits im Gesamtstammbaum diesem Teil-
ast zugeordnet wurden und fiinf Vertreter aus Firmicutes. Die Sequenz des Core I von
Saccharomyces cerevisiae liegt an der Wurzel des Astes.

Alle o-MPPs wurden dem benachbarten Ast zugeordnet. Davon abgestuft ist ein Teilast mit
Core II-Proteinen. Zwei weitere Gruppen eubakterieller Proteine, die Sequenz des Archae,
Aeropyrum pernix, und das Core Il von Euglena gracilis liegen auf tiefer abzweigenden

Teilidsten.

Abbildung 34 (folgende Seite): Phylogenetische Bezichungen zwischen MPP-artigen Proteinen aus Mito-
chondrien, Eubakterien und aus dem Archae, Aeropyrum pernix. Aste des Stammbaums sind mit verschiedenen
Grauabstufungen unterlegt. Eine Gruppe von acht Proteinen aus o-Proteobakterien und Firmicutes ist den
B-MPPs und Core I-Proteinen sehr dhnlich (hellgrau unterlegt). Die verwendeten Abkiirzungen sind in Tabelle 6
erklédrt. Die Nummern im Stammbaum geben die Haufigkeiten an, mit der eine Verzweigung in 100 analysierten

Stammbé&umen errechnet wurde.
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4.5 Phylogenetische Analyse der Core-Proteine und Untereinheiten der mitochon-

drialen Prozessierungsprotease

In die phylogenetische Analyse sind alle in Datenbanken publizierten MPP-Untereinheiten
und Core-Proteine eingegangen. Der Sequenzvergleich verdeutlicht die charakteristischen
Merkmale der Primirstruktur einzelner Sequenzgruppen. Beta-MPP-Untereinheiten besitzen
eine vollstdndige inverse Zinkbindedomédne. Der essentielle Glutaminsédurerest befindet sich
76 Aminosdurereste in Richtung C-Terminus vom inversen Zinkbindemotiv entfernt. Die o-
MPPs besitzen keine vollstindige inverse Zinkbindedoméne, wobei der erste Histidinrest
konserviert ist, der Glutaminséurerest bei den Pilzen durch einen Asparaginsdurerest substi-
tuiert ist und der zweite Histidinrest entweder durch einen Argininrest oder Lysinrest substi-
tuiert ist. Abweichend davon ist die Aminosduresequenz der a-MPP-Untereinheit von
Blastocladiella emersonii in diesem Sequenzbereich. Charakteristisch fiir die o-MPPs ist das
hochkonservierte hydrophobe Sequenzmotiv in der C-terminalen Hélfte der Proteine, mit der
Konsensussequenz LQXLXGGGGSFSXGGPGKG. Den o-MPPs wird eine Sequenz von
Plasmodium falciparum zugeordnet. Dieses Sequenz besitzt das hydrophobe Sequenzmotiv,
dhnelt den o-MPPs aber wenig im Bereich der inversen Zinkbindedoméne.

Die Core-Proteine haben ebenfalls keine vollstdndige inverse Zinkbindedomine, wobei ein
Vergleich des entsprechenden Bereiches der Sequenzen von Core I- und Core II-Proteinen aus
jeweils dem gleichen Organismus zeigt, da3 die inverse Zinkbindedoméne bei den Core I-
Proteinen besser erhalten ist. Eine Ausnahme davon bilden die Core-Proteine von
Saccharomyces cerevisiea.

Der aus dem Sequenzvergleich erstellte Stammbaum gliedert sich in zwei grof3e Teiléste auf,
ein Ast mit den B-MPP-Untereinheiten und den Core I-Proteinen, ein zweiter mit den o-MPP-

Untereinheiten (Abb. 35).
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Abbildung 35: Stammbaum aller MPP-Untereinheiten und Core-Proteine. Die B-MPP-Untereinheiten und
Core I-Proteinen sowie die a-MPPs und die Core II-Proteine sind in verschiedenen Grauabstufungen unterlegt.
Die verwendeten Abkiirzungen sind in Tabelle 6 erklirt. Die Nummern im Stammbaum geben die Haufigkeiten

an, mit der eine Verzweigung in 100 analysierten Stammbdumen errechnet wurde.
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Auf dem Ast der B-MPP-Untereinheiten und Core I-Proteine liegt der Teilast der Sequenzen
von Tieren ndher am Teilast der Sequenzen aus Pilzen als am Teilast der Sequenzen aus
Pflanzen. Die phylogenetischen Beziechungen der B-MPP-Untereinheiten spiegeln die Evolu-
tionsverwandtschaft zwischen den Organismen wider. Die B-MPP-Untereinheiten der
Mammalia sind nidher mit den Core I-Proteinen der Mammalia verwandt als mit den B-MPPs
der Pilze. In abgestuften Ahnlichkeiten zweigen die B-MPP-Untereinheiten und Core I-
Proteinen der Nematoden, die B-MPP-Untereinheiten von Euglena gracilis und Leishmania
major und das Core I von Saccharomyces cerevisiea vom Ast der B-MPP-Untereinheiten und
Core I-Proteine ab.

Innerhalb der a-MPPs zeigt sich dieselbe Zuordnung der Teildste wie bei den B-MPPs.

Sehr tief zweigen die Core II-Proteine in abgestuften Ahnlichkeiten vom Stammbaum ab,
wobei die Core II-Proteine der Tiere den iibrigen Sequenzen dhnlicher sind als die der Pilze.
Die Ahnlichkeit der Core II-Proteine zu den o-MPPs ist insgesamt geringer als die Ahnlich-
keit der Core I-Proteine zu den 3-MPPs.

An der Basis des Stammbaums liegt die Core 1I-Sequenz von Euglena gracilis.
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V. Diskussion

1. Die Cytochrom ¢ Reduktasen aus niederen Pflanzen

In der vorliegenden Dissertation erfolgte erstmals eine vergleichende Analyse von Cytochrom
¢ Reduktasen aus verschiedenen niederen Pflanzen hinsichtlich ihrer Untereinheitenkomposi-
tion und Prozessierungsaktivitit.

Die Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexe aus dem Geweihfarn, Platycerium bifurcatum, dem
Ackerschachtelhalm, Equisetum arvense, und der zu den Chlorophyta zihlenden, chlo-
roplastenfreien Alge, Polytomella spp., konnten {iber ein Mikroisolationsverfahren, welches
auf BN-PAGE und Elektroelution beruht, aus geringen Mengen an Ausgangsmaterial aufge-
reinigt werden. Aus Equisetum arvense und Polytomella spp. wurden dabei die Cytochrom ¢
Reduktase-Komplexe in sehr reiner Form gewonnen, die Préparation des Komplexes aus
Platycerium bifurcatum hingegen enthielt einige Untereinheiten der FoF;-ATP-Synthase als
Verunreinigungen.

Untersuchungen an der Cytochrom ¢ Reduktase wurden bisher intensiv an den Komplexen
aus Rind, Hefe und Kartoffel vorgenommen (Schigger et al., 1986; Brand et al., 1994; Braun
& Schmitz, 1995¢c). Alle drei Komplexe enthalten 10 Untereinheiten: drei respiratorische
Proteine, zwei grof3e Core-Proteine und flinf kleine Polypeptide. Zusétzlich enthilt der Kom-
plex aus Rind die Leitsequenz des Eisen-Schwefel-Proteins als elfte Untereinheit (Borchart et
al., 1985; Brandt et al., 1993; Iwata et al., 1998). Fiir die Cytochrom c Reduktase aus
Equisetum arvense konnten nun ebenfalls 10 Untereinheiten nachgewiesen werden, deren
GroBBen denen der Untereinheiten des Komplexes aus Kartoffel dhneln. Auch der Komplex
aus Polytomella spp. besitzt die gleiche Untereinheitenzahl (Gutiérrez-Cirlos et al., 1994). Ein
Vergleich der Untereinheitenkomposition von Cytochrom ¢ Reduktasen aus diesen sehr unter-
schiedlichen Organismen verdeutlicht, da die komplexe Organisation der Cytochrom c
Reduktasen innerhalb der Eukaryoten stark konserviert ist und sich wahrscheinlich sehr frith
in der Evolution der eukaryotischen Zelle entwickelt hat.

Die Elektronen-Transfer-Aktivititen der tiber BN-PAGE und Elektroelution aufgereinigten
Cytochrom ¢ Reduktasen aus S. tuberosum, P. bifurcatum, E. arvense und Polytomella spp.
wurden nicht gemessen, allerdings kann auf Grund der folgenden Daten angenommen
werden, da3 die Komplexe intakt und aktiv sind. (i) Das Eisen-Schwefel-Protein, eine Unter-
einheit, die sehr leicht vom Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex dissoziieren kann, ist in allen

vier Komplexen durch Immunfirbung bzw. direkte Sequenzierung nachgewiesen worden. Die
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Dissoziation des FEisen-Schwefel-Proteins hitte die Inaktivierung der Elektronen-
transferaktivitit zur Folge. (i1) Das apparente Molekulargewicht der Cytochrom ¢ Reduktase-
Komplexe von S. tuberosum, P. bifurcatum und E. arvense wurde in Blau-Nativen-Gelen mit
ca. 500 kDa ermittelt. Dies entspricht den Molekulargewichten, die fiir die intakten dimeren
Komplexe aus Hefe und Rind unter identischen Bedingungen festgestellt wurden (Schégger et
al., 1994).

Die mitochondriale Prozessierungsprotease von Hefe, N. crassa, und Ratte ist in der mito-
chondrialen Matrix lokalisiert (Hawlitschek et al., 1988; Yang et al., 1988; Ou et al., 1989).
Im Gegensatz dazu ist die Aktivitdt der mitochondrialen Prozessierungsproteasen von Kartof-
fel, Weizen und Spinat an den Cytochrom c¢ Reduktase-Komplex gebunden (Braun et al.,
1992; Eriksson et al., 1994; Braun et al., 1995). Diese experimentellen Daten sind im Ein-
klang mit der Tatsache, daf die Core I-Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktasen aus hohe-
ren Pflanzen eine vollstindige Metallbindedomine besitzen und die Core II-Untereinheiten,
die fur die a-MPPs charakteristische hydrophobe Domine aufweisen. Um festzustellen, ob
die Prozessierungsaktivitéit der Cytochrom ¢ Reduktasen von hoheren Pflanzen ein generelles,
aus Sicht des Modells zur Co-Evolution der mitochondrialen Prozessierungsprotease und
Cytochrom ¢ Reduktase (Braun & Schmitz, 1995b) urspriingliches Merkmal von allen Pflan-
zen ist, wurde die Prozessierungsaktivitit der Cytochrom c-Reduktasen aus den drei niederen
Pflanzen P. bifurcatum, E. arvense und Polytomella spp. tberpriift. Das Ergebnis des
Prozessierungsenzymtests war iiberraschend. In Ubereinstimmung mit den Daten von hoheren
Pflanzen besitzen die Cytochrom c¢ Reduktasen des Farns P. bifurcatum und des Schachtel-
halms E. arvense Prozessierungsaktivitdt. Fiir den Proteinkomplex der chloroplastenfreien
Alge, Polytomella spp. konnte jedoch keine proteolytische Aktivitit nachgewiesen werden.
Im Sinne des von Braun und Schmitz (1995b) aufgestellten Modells zur Co-Evolution der
mitochondrialen Prozessierungsprotease und Cytochrom c¢ Reduktase lassen sich diese Er-
gebnisse folgendermafen interpretieren. MPP ist ein Heterodimer, dessen Untereinheiten in
den urspriinglichen Mitochondrien Teil des Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexes waren. Die
Situation ist in allen griinen Pflanzen erhalten. Eine Duplikation des a-mpp-Gens fiihrte zur
Entstehung des Core II und die Duplikation des B-mpp-Gens war der Ausloser zur Entstehung
des Core I. Beide Genduplikationen fanden in den Séugetieren und in Hefe statt, aber nur eine
Genduplikation ereignete sich in Neurospora crassa, Euglena gracilis und Polytomella spp..
In Anbetracht der Phylogenie der Eukaryoten miissen sich diese Genduplikationen einige
Male unabhédngig voneinander ereignet haben (Brumme et al., 1998). Diese Theorie wird

durch die Tatsache gestiitzt, daB3 sich im Verlauf der Evolution ganze Genomduplikationen
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von Eukaryoten, beispielsweise bei Hefe und Vertebraten ereigneten (Spring, 1997; Wolfe et
al., 1997). Dennoch bleibt die Frage, warum es nur bei einem Teil der Organismen zu einer
Ablosung der MPP-Untereinheiten von der Cytochrom ¢ Reduktase kam. Eine mogliche Er-
klarung ergibt sich aus der Tatsache, daf} insbesondere bei Cytochrom c¢ Reduktasen von
Organismen mit Chloroplasten die Core-Proteine identisch mit den Untereinheiten der mito-
chondrialen Prozessierungsproteasen sind. Vermutlich hat das Vorkommen der Chloroplasten,
eines zweiten Organellentyps, der am Energiehaushalt beteiligt ist, einen verdnderten Selek-
tionsdruck auf die Mitochondrien zur Folge (Brumme et al., 1998).

Argumente, die sich mit dieser Interpretation nicht vereinbaren lassen, sind weiter unten auf-

gefiihrt.

2. Cytochrom c Reduktasen von Protisten — spiegeln sie Zwischenstadien in der Evolu-

tion der komplexen Cytochrom ¢ Reduktasen hoherer Eukaryoten wider?

Die komplexe Organisation der Cytochrom ¢ Reduktase von Eukaryoten ist nach heutigem
Wissensstand offensichtlich stark konserviert und hat sich bereits sehr frith in der Evolution
der Eukaryoten entwickelt (Kapitel V/1.). Im Gegensatz dazu sind die Cytochrom c
Reduktasen aus Bakterien mit nur drei bis vier Untereinheiten wesentlich einfacher organi-
siert. Zur Aufklarung der Ursachen fiir diesen quantitativen Sprung in der Komplexitit der
Cytochrom ¢ Reduktase sind die Strukturen von Cytochrom ¢ Reduktasen aus sehr friih in der
Evolution von den Haupteukaryotenlinien abzweigenden Organismen, beispielsweise
Reclinomonas, Malawinomas oder Jacoba, Protisten aus der Gruppe der Jacobids, besonders
interessant. Die Ursachen fiir die Entstehung der komplexen Cytochrom ¢ Reduktasen von
Eukaryoten stehen in unmittelbaren Zusammenhang mit der Co-Evolution der mitochon-
drialen Prozessierungsprotease und der Cytochrom ¢ Reduktase.

Vorarbeiten zur Isolation der Cytochrom ¢ Reduktase aus Reclinomonas americana sind be-
reits geleistet worden. Es wurden Mitochondrien aus R. americana isoliert und mitochon-
driale Proteinkomplexe tiber BN-PAGE aufgetrennt. Auf Grund der Untereinheitenkomposi-
tion zweier Proteinkomplexe kann vermutete werden, daf es sich bei einem der Komplexe um
die Cytochrom ¢ Reduktase handelt. Da dieser Komplex im BN-Gel offensichtlich gemein-
sam mit einem weiteren Komplex, wahrscheinlich der FoF;-ATP-Synthase, in einer Bande
aufgetrennt wird, ist eine zweifelsfreie Zuordnung der Untereinheiten bisher nicht moglich
gewesen. Beide Enzymkomplexe enthalten potentiell Untereinheiten mit GréBen von ca. 50

kDa. Im Fall der FoF,-ATP-Synthase sind es die o~ und die B-Untereinheiten und im Fall der
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mitochondrialen Prozessierungsprotease handelt es sich um o-MPP und 3-MPP. Anhand von
zweiten Geldimensionen sind mindestens zwei Proteine mit GréBen von ca. 50 kDa unter-
scheidbar, die Bestandteile der beiden Proteinkomplexe sein konnten. Ob es sich bei diesen
Proteinen um die Core-Proteine der Cytochrom c¢ Reduktase handelt, kann auf Grund des
aktuellen Kenntnisstandes nicht entschieden werden. Die geplante Isolation und Charakteri-
sierung der Cytochrom c¢ Reduktase aus R. americana wird dies aufkldren und damit neue
Einblicke in die Co-Evolution der mitochondrialen Prozessierungsprotease und der Cyto-

chrom ¢ Reduktase erlauben.

3. Die charakteristische hydrophobe Domiine der o-MPPs

Alpha-MPPs besitzen in der C-terminalen Hilfte eine ca. 20 Aminosdurereste lange hydro-
phobe Doméne mit der Konsensussequenz LQXLXGGGGSFSXGGPGKG. Da diese Doméne
charakteristisch fiir die a-MPP-Untereinheiten ist und offensichtlich in anderen Proteinen der
Pitrilysinfamilie nicht vorkommt, wird vermutet, daf sie fiir die spezielle Funktion der «-
MPPs eine Bedeutung hat (Braun & Schmitz, 1995b).

Das Core I-Protein aus der Cytochrom ¢ Reduktase von Neurospora crassa besitzt eine voll-
stdndige inverse Zinkbindedomine. Es ist identisch mit der B-Untereinheit der mitochon-
drialen Prozessierungsprotease. Trotzdem hat die Cytochrom ¢ Reduktase von Neurospora
crassa keine proteolytische Aktivitidt. Die Ursachen dafiir konnten durch die Isolation und
Sequenzierung der core II-cDNA von Neurospora crassa und die Ableitung der entsprechen-
den Aminosduresequenz fiir das Core Il aufgeklart werden. Wie bereits postuliert, weist das
Core Il von Neurospora crassa die konservierte hydrophobe Domine im C-terminalen
Bereich des Proteins nicht auf und ist somit nach der Hypothese zur Evolution der Core-
Proteine und MPP-Untereinheiten von Braun & Schmitz (1995b) ein Relikt der o-MPP-
Untereinheit der mitochondrialen Prozessierungsprotease.

Durch den gezielten Austausch eines Bereichs des Core II-Proteins gegen die hydrophobe
Domaéne eines o.-MPPs sollte das Core II so verdndert werden, daf es partiell oder vollstindig
die Funktion des o-MPP bei der Prozessierung von Vorlduferproteinen iibernehmen kann.
Auf diese Weise sollte die Prozessierungsaktivitit der Cytochrom ¢ Reduktase von N. crassa
rekonstituiert werden und damit der Beweis erbracht werden, dall das Core II tatsdchlich ein
Relikt der a-MPP-Untereinheit der mitochondrialen Prozessierungsprotease ist. Die gezielt
verdnderte core II-cDNA wurde in Neurospora crassa transformiert, ihre Integration in das

Genom von Neurospora crassa konnte durch Southern Blot Analyse und ihre Expression tiber
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Northern Blot Analyse nachgewiesen werden. In Prozessierungsenzymtest wurde eine spe-
zifische, durch EDTA hemmbare Prozessierungsaktivitit der aufgereinigten Cytochrom c
Reduktasen aus den Transformanten gegeniiber dem Vorlduferprotein der B-Untereinheit des
FoF-ATP-Synthase-Komplexes aus Saccharomycses cerevisiae nachgewiesen. Da diese
Aktivitdit auch fiir die aufgereinigte Cytochrom c Reduktase-Fraktion des Wildtyps in
Kontrollversuchen gezeigt wurde, kann nicht entschieden werden, ob die Prozessierungs-
aktivitdt der Transformanten auf die Wirkung des gezielt verdnderten Core II zuriickzufithren
ist. Die Ursachen fiir die Prozessierungsaktivitdt der Cytochrom ¢ Reduktase des Wildtyps
konnte bisher nicht aufgekldrt werden. Fest steht allerdings, dall die Cytochrom ¢ Reduktase
von Neurospora crassa allein keine Prozessierungsaktivitét besitzt, in Verbindung mit der o-
MPP-Untereinheit der mitochondrialen Prozessierungsprotease jedoch zur Umwandlung von
Vorlduferproteinen in ihre reifen Formen in der Lage ist (Schulte et al., 1989). Demnach kann
die Prozessierungsaktivitidt der Cytochrom ¢ Reduktase des Wildtyps zwei Ursachen haben.
Zum einen kann die Cytochrom ¢ Reduktase bedingt durch die Préparation mit der o-MPP-
Untereinheit verunreinigt sein. Zum anderen besteht die Mdoglichkeit, da3 es bei der Préipa-
ration der Mitochondrien zu einer Vermischung von Proben kam, da die Mitochondrien des
Wildtyps und der Transformanten teilweise an einem Tag in sehr groen Ansidtzen isoliert
wurden.

Die Verunreinigung nach zwei chromatographischen Reinigungsschritten durch die o-MPP-
Untereinheit erscheint angesichts der nachgewiesen geringen Tendenz der Untereinheiten der
mitochondrialen Prozessierungsprotease von Neurospora crassa einen stabilen Komplex zu
bilden eher unwahrscheinlich (Schulte et al., 1989; Schneider et al., 1990; Weiss et al., 1990).
Um diese Moglichkeit vollstindig auszuschlieBen wurde angestrebt, den Cytochrom c
Reduktase-Komplex aus dem aufgereinigten bc;-Subkomplex, dem aufgereinigten Eisen-
Schwefel-Protein und aus einem in E. coli exprimierten, aufgereinigten Core-Subkomplex,
bestehend aus dem gezielt verdnderten Core IT und B-MPP, in vitro zu assemblieren (Linke &
Weiss, 1986). Fiir einen in vitro assemblierten Komplex kann die Verunreinigung durch die
o-MPP-Untereinheit nahezu vollstindig ausgeschlossen werden. AuBerdem wiirde der
Komplex nur das gezielt verdnderte Core II enthalten. Die Moglichkeit, da3 sowohl das
gezielt verdnderte als auch das authentische Core II in den Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex
integriert sein konnen, wie sie in den Cytochrom ¢ Reduktasen der Transformanten gegeben
ist, wiirde nicht bestehen. Der Core-Subkomplex aus dem gezielt verdnderten Core II und
dem B-MPP wurde bereits in E. coli iiberexprimiert und aufgereinigt. Die Uberpriifung der
Prozessierungsaktivitit dieses Komplexes wére ein erstes sinnvolles Vorexperiment. Wiirde
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der Subkomplex keine Prozessierungsaktivitdt aufweisen, konnte das Ergebnis allerdings auch
so interpretiert werden, dal} fiir die Prozessierungsaktivitit eine Integration des gezielt ver-
anderten Core II und der B-MPP-Untereinheit in die Cytochrom ¢ Reduktase erforderlich ist.
Alpha-MPP und B-MPP der mitochondrialen Prozessierungsprotease von Kartoffel benstigen
die Integration in den Cytochrom c Reduktase-Komplex fiir die Prozessierungsaktivitit
(Emmermann et al., 1993).

Der Nachweis, daB3 es bei der Préparation der Mitochondrien der Transformanten und des
Wildtyps zu einer Probenvermischung kam, konnte durch isoelektrische Fokussierung der
Cytochrom ¢ Reduktasen erbracht werden, da sich die isoelektrischen Punkte des verdnderten
und des authentischen Core Il um 0,4 pH-Einheiten unterscheiden.

Die endgiiltige Kldrung der Frage, ob und wie die Einfithrung der charakteristischen hydro-
phoben Doméne der o-MPPs in das Core II von Neurospora crassa die Funktion dieser
Untereinheit der Cytochrom ¢ Reduktase beeinfluflt, hat aktuell einiges an Bedeutung ge-
wonnen.

Ito (1999) schldgt einen Mechanismus fiir die Prozessierungsreaktion vor und stellt ein
Energie-Minimierungsmodell fiir die rdumliche Struktur eines MPP-Heterodimers vor,
welches unter Nutzung der Daten tiber die Anordnung der Core-Proteine im Cytochrom c
Reduktase-Komplex von Rind berechnet wurde. Auf Grund von experimentellen Daten zur
Mutation einzelner Aminosédurereste wird vorgeschlagen, daf3 die beiden MPP-Untereinheiten
eine sogenannte ,Substratbindungstasche® bilden und multiple Substratbindungsstellen zur
Erkennung von Strukturelementen der Leitsequenzen benutzen. Die B-MPP-Untereinheit
interagiert dabei mit Aminosdureresten in der Umgebung der Schnittstelle und distalen
basischen Aminosédureresten des Vorlduferproteins, wohingegen die oi-MPP-Untereinheit mit
basischen Aminosédureresten weiter am N-Terminus der Leitsequenzen in Wechselwirkung
tritt. Fiir die Bindung von Vorlduferproteinen mit sehr kurzen Leitsequenzen werden nur die
Substratbindungsstellen des B-MPPs genutzt. In dem berechneten Modell zur rdumlichen
Struktur des MPP-Dimers befinden sich die potentiell an der Substratbindung beteiligten und
die an der Metallbindung beteiligten Aminosdurereste sowie weitere essentielle Aminoséure-
reste an der Oberflache innerhalb eines spaltartigen Hohlraumes, der von beiden Unterein-
heiten gebildet wird. Interessant ist, dal die charakteristische hydrophobe Doméne der o-
MPPs in diesem Modell als ,Loopstruktur® vorhergesagt wird, die aus der Oberfliache des
Hohlraums ragt und bis in die Umgebung des aktiven Zentrums an der B-MPP-Untereinheit
reicht. Aus diesen Daten werden zwei mogliche Bedeutungen der konservierten hydrophoben
Domaéne postuliert. (i) Es ist moglich, da3 der spaltartige Hohlraum in der Néhe des aktiven
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Zentrums durch die ,Loopstruktur® auseinander gedriickt wird und so das aktive Zentrum erst
fiir die Leitsequenzen erreichbar wird bzw. die proteolytisch abgespaltene Leitsequenz und
das reife Protein nach der Prozessierungsreaktion besser vom Enzym freigegeben werden
konnen. (i) Die konservierte hydrophobe Doméne prisentiert dem aktiven Zentrum die Leit-
sequenz.

Aus der Perspektive der zuerst aufgefiihrten moglichen Bedeutung der konservierten hydro-
phoben Doméne ergibt sich auch eine weitere Erklarung fiir die von Deng et al. (1998) be-
schriebene partielle Rekonstitution der Prozessierungsaktivitidt der Cytochrom ¢ Reduktase
von Rind gegeniiber Peptidsubstraten. Die Fiahigkeit zur proteolytischen Spaltung von
Peptidsubstraten wurde durch die Behandlung des Komplexes mit Triton X-100 in Konzen-
trationen, welche die strukturelle Integritdt des Komplexes autheben, erreicht. Begriindet
wurde dieser Effekt damit, da3 die Leitsequenz des Eisen-Schwefel-Proteins, die in der Cyto-
chrom ¢ Reduktase von Rind identisch mit der Untereinheit IX ist und zwischen den beiden
Core-Proteinen liegt (Iwata et al., 1998), nach der Triton X-100 Behandlung ,den Weg zum
aktiven Zentrum freigibt‘. Die Behandlung mit Triton X-100 konnte auch oder zusitzlich
dazu die Bindung der Untereinheiten aneinander so lockern, daB3 der enge Spalt mit dem ak-
tiven Zentrum insgesamt leichter zugénglich ist und so das Fehlen der ,Loopstruktur®, die in
der mitochondrialen Prozessierungsprotease eine Art ,Spacerfunktion® tibernimmt, kompen-

siert.

4. Hat sich die mitochondriale Prozessierungsprotease aus einer hydrophilen Protease,

die sich urspriinglich im Cytosol von Bakterien befand, entwickelt?

Durch die vollstindige Sequenzierung von bisher 17 eubakteriellen Genomen und durch
weitere 71 begonnenen Projekte zur vollstaindigen Sequenzierung eubakterieller Genome
wurde in den letzten zwei Jahren eine Vielzahl von offenen Leserahmen, die fiir Vertreter der
Pitrilysinfamilie kodieren, identifiziert (Kapitel 111/4.2). Viele dieser offenen Leserahmen
kodieren auch fiir putative Proteasen mit MPP-artigem Charakter. Aus der Position dieser
putativen Proteasen in Stammbédumen mit Vertretern der Pitrilysinfamilie kann auf eine enge
Verwandtschaft zu den Core-Proteinen und MPP-Untereinheiten geschlossen werden (Kapitel
IV/4.3; Kapitel 1V/4.4). Eine Gruppe von putativen Proteasen, von denen drei aus «-
Proteobakterien und fiinf aus Firmicutes stammen, weisen eine besonders grofe Ahnlichkeit
zu den B-MPPs und Core I-Proteinen auf, wobei die Verwandtschaft der Sequenzen aus den

o-Proteobakterien, insbesondere einer putativen Protease aus Rickettsia prowazekii zu den [3-
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MPPs, am engsten ist. Unter Einbeziehung der Auffassung, dal3 die rezenten o-Proteobakte-
rien und die Mitochondrien einen gemeinsamen o-proteobakteriellen Vorfahren aus der
Rickettsia-Untergruppe, zu der auch Rickettsia prowazekii gehort, besaBlen (Gray, 1998), kann
mit einer relativ grolen Wahrscheinlichkeit angenommen werden, da3 sich die mitochon-
driale Prozessierungsprotease aus einer Protease dieses gemeinsamen Vorfahren entwickelt
hat.

Ein DNA-Klon, der fiir eine putative Protease aus Rhodobacter sphaeroides mit groBer
Ahnlichkeit zu den B-MPPs kodiert, wurde aus einer genomischen DNA-Bank isoliert. Die
Sequenz des offenen Leserahmens und die daraus abgeleitete Aminosiduresequenz wird
erstmals in der vorliegenden Dissertation prasentiert. Der offene Leserahmen wurde in E. coli
tiberexprimiert und das entsprechende rekombinante Protein konnte isoliert und zur Her-
stellung spezifischer Antikorper verwendet werden. Mit Hilfe der spezifischen Antikorper
wurde ein Protein im tiber BN-PAGE und Tricin-SDS-PAGE zweidimensional aufgetrennten
bakteriellen Gesamtprotein nachgewiesen. Das apparente Molekulargewicht des detektierten
Proteins stimmt mit dem kalkulierten Molekulargewicht der aus dem offenen Leserahmen
abgeleiteten Aminosduresequenz gut iiberein. In BN-Gelen wurde das Protein nahe der
Lauffront aufgetrennt. Es ist offensichtlich nicht in einen Proteinkomplex integriert. Ein
Hydrophobizititsprofil nach Kyte und Doolittle (1982) weist die aus dem offenen Lese-
rahmen abgeleitete Aminosduresequenz als hydrophil aus. Auf Grund dieser Daten ist es
wahrscheinlich, dafl es sich bei dem detektierten Protein um eine losliche MPP-artige
Protease handelt. Der endgiiltige Beweis dafiir muB allerdings noch erbracht werden und wére
ein Indiez fiir die These, dall sich MPP aus einer 16slichen Protease entwickelt hat. Die Iso-
lation und Charakterisierung der potentiellen MPP-artigen Protease aus Rhodobacter
sphaeroides wird moglicherweise Hinweise darauf geben, warum eine Protease aus einem

Vorfahren der Mitochondrien das Potential zur Entwicklung der Prozessierungsaktivitét

besal.

5. Die Evolution der mitochondrialen Prozessierungsprotease innerhalb der Evolution

der Pitrilysinfamilie

Auf Grund von phylogenetischen Untersuchungen lassen sich die Vertreter der Pitrilysin-
familie in mindestens drei verschiedene Unterfamilien einteilen (Kapitel IV/4.1 und 1V/4.3):
die Familie MPP-artiger Proteine, zu welcher die Core-Proteine und MPP-Untereinheiten

gehoren, die Familie der Stroma-Prozessierungsproteasen und die Familie der Insulinasen.
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Es wurde gezeigt, dal sich die phylogenetischen Beziehungen einzelner Proteine zum Teil
bereits an einfachen Merkmalen in der Primérstruktur widerspiegeln. Zu diesen Merkmalen
zahlt die Lange der Aminosduresequenz und die genaue Position eines an der Metallbindung
beteiligten essentiellen Glutaminsdurerestes in Bezug auf das inverse Zinkbindemotiv. So
befindet sich dieser essentielle Glutaminsdurerest bei den MPP-artigen Mitgliedern der
Pitrilysinfamilie, abgesehen von einzelnen Ausnahmen, genau 76 Aminosédurereste in
Richtung C-Terminus vom inversen Zinkbindemotiv entfernt und bei den Mitgliedern der
Insulinase-Familie in der Regel genau 77 Aminosdurereste vom inversen Zinkbindemotiv ent-
fernt. Die Konservierung des essentiellen Glutaminsdurerestes an einer ganz bestimmten
Position ist unter der Pramisse einer divergenten Evolution fiir nahe verwandte Sequenzen
auch zu erwarten, da man eine geringe Tolerierung von Substitutionen essentieller
Aminoséurereste voraussetzen mubf.

Die Ahnlichkeiten zwischen Mitgliedern der drei Unterfamilien ist im Bereich der inversen
Zinkbindedomidne hoch. Ein gemeinsamer Ursprung ist zumindest fiir die MPP-artigen
Proteine und die N-terminalen Hélften der Proteine der beiden anderen Unterfamilien anzu-
nehmen. Die C-terminalen Bereiche von Proteinen aus der Unterfamilie der Stroma-
Prozessierungsproteasen und der Insulinase-Unterfamilie besitzen keine signifikanten Ahn-
lichkeiten zu anderen Proteinen und sind auch zwischen den beiden Unterfamilien nicht
konserviert. Mitglieder aller drei Unterfamilien existieren sowohl in den Eubakterien als auch
in den Eukaryoten. Die Zuordnung eubakterieller Vertreter zu den drei Unterfamilien mufl
allerdings auf Grund der kurzen Generationszeiten bei Eubakterien und frithen Abspaltung
dieser voneinander kritisch betrachtet werden. Obwohl die Stroma-Prozessierungsproteasen
eine vergleichbare Linge zu den Proteinen der Insulinase-Familie besitzen, weisen sie einen
hoheren Homologiegrad zu den MPP-artigen Proteinen auf. Ursache dafiir konnte eine engere
Verwandtschaft dieser Unterfamilien oder auch eine teilweise konvergente Entwicklung auf
Grund der sehr dhnlichen Funktionen, das Abtrennen von Leitsequenzen, sein.

Bisher wurde nur ein offener Leserahmen, der fiir ein Protein der Pitrilysinfamilie kodiert, in
einem Archaebakterium, Aeropyrum pernix, identifiziert. Daraus konnte geschlullfolgert
werden, daB bereits in dem gemeinsamen Vorfahren aller Organismen der drei Urreiche
Eukarya, Eubakteria und Archaea MPP-artige Proteasen existierten und diese moglicherweise
sogar der Ausgangspunkt zur Entwicklung der Pitrilysinfamilie waren. Unterstiitzt wiirde
diese Theorie dadurch, dal gerade die Proteine der Unterfamilie MPP-artiger Proteasen in
weit auseinanderentwickelten Eubakterien sehr &hnlich sind und sich evolutiondr im Ver-

gleich zu den Mitgliedern der anderen Unterfamilien &duflerst konservativ verhalten. Da jedoch
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bereits fiinf Genome von Archae vollstindig und 10 teilweise sequenziert wurden, scheinen
Gene fiir Proteine der Pitrilysinfamilien in Archae eher eine Ausnahme zu sein. Deshalb ist
die Sequenz aus Aeropyrum pernix moglicherweise ein weiteres Indiz fiir den Gentransfer
zwischen Archae und Eubakterien, der inzwischen durch das Auffinden einiger eubakterieller
Gene in archaebakteriellen Genomen belegt werden kann (Klenk et al., 1997).

Aus unterschiedlichen Hypothesen zur Entstehung der Mitochondrien und der eukaryotischen
Zelle lassen sich verschiedene Moglichkeiten zur Evolution der Pitrilysinfamilie konstruieren,
die allerdings aktuell differenziert zu beurteilen sind. Bei einer Moglichkeit kann die eher
traditionelle Hypothese zur Entstehung der eukaryotischen Zelle zu Grunde gelegt werden,
die davon ausgeht, daf3 sich die urkaryotische Zelle aus einem Archaepartner entwickelt hat
und die Mitochondrien aus der Endosymbiose dieser urkaryotischen Zelle mit einem Eu-
bakterium entstanden sind (Margulis, 1970). Postuliert wird ein Urprotein aus der Insulinase-
Unterfamilie, welches bereits in den gemeinsamen Vorfahren der Eukaryoten, Eubakterien
und Archaebakterien existierte. In den Eubakterien haben sich dann aus diesem Urprotein
Proteasen mit unterschiedlichen Léngen und Funktionen entwickelt. Die mitochondriale
Prozessierungsprotease hat sich im Zuge der Endosymbiose eines a-Purpurbakteriums mit der
urkaryontischen Zelle aus einer Protease des Endosymbionten entwickelt (Buchsteiner, 1998).
Gegen dieses Modell spricht in erster Linie, da3 bisher kein Mitglied der Insulinase-Unter-
familie in Archae gefunden wurde. Wiirde man als Urprotein ein Mitglied der Unterfamilie
der MPP-artigen Proteine postulieren, konnte das Vorhandensein von Vertretern der
Insulinase-Unterfamilie im Cytosol der Eukaryoten nicht erklart werden. Aussagen {iber die
Herkunft der Stroma-Prozessierungsproteasen sind auf Grund des bisherigen Kenntnisstandes
rein spekulativ. Denkbar ist, daf} sie sich im Zuge der Endosymbiose eines Cyanobakteriums,
die zur Entstehung der Chloroplasten fiihrte, aus einer Protease des Endosymbionten
entwickelt hat.

Die Hydrogen-Hypothese zur Entstehung der eukaryotischen Zelle (Martin & Muller, 1998)
erklirt den archaedhnlichen genetischen Apparat der Eukaryoten und die Ahnlichkeiten von
Komponenten des Energiestoffwechsels der Eukaryoten zum Metabolismus der Eubakterien
sowie distinkte Charakteristika der Eukaryoten. Aus Sicht der Hydrogenhypothese konnte
eine eubakterielle Urprotease postuliert werden, aus der sich die einzelnen Unterfamilien der
Pitrilysinfamilie entwickelt haben. Aus Vertretern dieser Unterfamilien in Eubakterien haben
sich die unterschiedlichen Vertreter der Eukaryoten entwickelt. Da der Archaepartner nach
der Vorstellung der Hydrogenhypothese im Verlauf der Syntrophie den Stoffwechsel des Eu-

bakteriums zunédchst mit dem Ziel dessen Ernédhrung zu sichern fast vollstdndig tibernahm und
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infolge dessen seinen eigenen Stoffwechsel verlor, besalen die Proteine, aus denen sich die
cytoplasmatischen Vertreter der Pitrilysinfamilie entwickelt haben, moglicherweise urspriing-
lich wichtige Funktionen im Stoffwechsel des eubakteriellen Syntrophiepartnerns. Gestlitzt
wird dieser Gedanke dadurch, daB viele eukaryotische Vertreter der Pitrilysinfamilie vermut-
lich wichtig fiir die Regulation von grundlegenden Stoffwechselfunktionen sind. Leider sind
die genauen Funktionen von Vertretern der Pitrilysinfamilie, insbesondere bei Eubakterien,
nicht hinreichend erforscht, so daB3 sich momentan kein unmittelbarer Zusammenhang be-
weisen 1d6t. Da der Ursprung der Mitochondrien aus Sicht der Hydrogenhypothese un-
mittelbar mit der Entstehung der eukaryotischen Zelle verbunden ist, sind demnach erste eu-
karyotische Vertreter der Insulinase-Familie und die mitochondriale Prozessierungsprotease

nahezu zeitgleich infolge eines Ereignisses entstanden.

6. Kritische Beurteilung des Ausgangsmodells zur Evolution der MPP-Untereinheiten

und Core-Proteine

Viele aktuelle Daten lassen sich zur Bestitigung bzw. Erweiterung des von Braun und
Schmitz (1995b) entwickelten Modells zur Evolution der MPP-Untereinheiten und Core-
Proteine heranziehen.

So kann mit groer Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dal3 sich die mitochondriale
Prozessierungsprotease aus einer Protease, die bereits in einem Vorfahren der Mitochondrien
aus der Gruppe der a-Proteobakterien existierte, entwickelt hat (Kapitel IV/4.). Bisher gibt es
allerdings keine Hinweise darauf, dafl in den Vorfahren der Mitochondrien bereits Proteine
existierten, die den Ausgangspunkt fiir die Entwicklung des dimeren Komplexes aus o-MPP
und B-MPP bildeten. Es wurden zwar in einigen Eubakterien jeweils zwei MPP-artige
Proteine identifiziert, keines dieser Proteine weist jedoch die charakteristische hydrophobe
Domaéne der ai-MPPs auf. Auch aus Stammbédumen geht nicht hervor, daf3 es eine Gruppe von
bakteriellen Proteinen gab, aus denen sich direkt die a-MPP-Untereinheiten entwickelt haben
konnten. Da MPP bei allen bisher daraufhin untersuchten Organismen als Heterodimer zweier
strukturell sehr dhnlicher Untereinheiten vorliegt, erscheint dagegen sicher, dafl sich die
beiden Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease infolge eines Duplika-
tionsereignisses eines Ur-MPPs bereits sehr frith in der Evolution der Mitochondrien ent-
wickelt haben. Es kann jedoch nicht vollstéindig ausgeschlossen werden, da3 dieses Duplika-

tionsereignis bereits in dem Vorfahren der Mitochondrien stattfand.
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Das Modell von Braun und Schmitz (1995b) geht aulerdem davon aus, dal weitere Gen-
duplikationen die Grundlage fiir die Entstehung der Core-Proteine der Cytochrom c
Reduktase waren und die Core-Proteine Relikte der Untereinheiten der mitochondrialen
Prozessierungsprotease sind. Aus Vergleichen der Primérstrukturen von iiber vierzig Core-
Proteinen und MPP-Untereinheiten geht die groBe Ahnlichkeit der Core-Proteine zu den
Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease hervor (Kapitel 1V/4.4).
Auffallend ist dabei, daB alle B-MPPs eine vollstindige inverse Zinkbindedoméne besitzen. In
den a-MPPs und Core-Proteinen sind die inversen Zinkbindedoménen dagegen in der Regel
unvollstindig. In den hoheren Pflanzen Kartoffel (Braun et al., 1992), Weizen (Braun et al.,
1995) und Spinat (Eriksson et al., 1994) sowie in zwei niederen Pflanzen, dem Farn
Platycerium bifurcatum und dem Schachtelhalm Equisetum arvense, besitzt die Cytochrom c
Reduktase Prozessierungsaktivitdt. Fiir die Core-Proteine der Cytochrom ¢ Reduktasen von
hoheren Pflanzen wurde bewiesen, dall sie identisch mit den Untereinheiten der mitochon-
drialen Prozessierungsprotease sind (Braun et al., 1992; Eriksson et al., 1994; Braun et al.,
1995). Diese Daten konnen als Indizien dafiir gewertet werden, da3 die Core-Proteine Relikte
der Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease sind. Aufgrund der Ein-
ordnung in Stammbdumen (Abb. 34, 35), und der Tatsache, dal Core I und B-MPP in
Neurospora crassa identische Proteine sind, kann davon ausgegangen werden, daf3 die Core I-
Proteine evolutiondre Relikte der B-MPPs sind. Moglich ist auch, da die Core II-Proteine
Relikte der o-MPPs sind. Unter der Annahme, dal3 sich die postulierten Genduplikationen
mehrere Male unabhingig voneinander ereigneten, 14Bt sich das von Braun & Schmitz
(1995b) entwickelte Modell vor dem Hintergrund der Evolution der Eukaryoten darstellen
(Abb. 36). Hinterfragt man, warum es bei einigen Arten zum Abldsen der mitochondrialen
Prozessierungsprotease von der Cytochrom ¢ Reduktase kam und bei anderen nicht, so fillt
auf, daB insbesondere bei Arten denen die Chloroplasten fehlen, die Prozessierungs-
eigenschaft der Cytochrom ¢ Reduktase durch eine teilweise oder vollstdndige Ablosung der
aktiven MPP-Untereinheiten verloren gegangen ist. Dies konnte mit einem verdnderten
Selektionsdruck auf die Mitochondrien von Landpflanzen, Organismen mit Chloroplasten als

zweiten Organellen-Typ, der am Energiehaushalt der Zelle beteiligt ist, erklért werden.
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Abbildung 36: Das von Braun und Schmitz aufgestellte Modell zur Evolution der Core-Proteine und MPP-
Untereinheiten vor dem Hintergrund der Evolution der Eukaryoten. (1) Genduplikation und Evolution von o-
MPP und B-MPP, (2) Genduplikation und Evolution von o-MPP und Core 11, (3) Genduplikation und Evolution
von B-MPP und Core 1. Die Aste des Baumes zeigen Wege gemeinsamer Abstammung, aber ihre Linge gibt

nicht den Ablauf der Zeit wieder.

Allerdings ist das von Braun und Schmitz (1995b) vorgeschlagene Modell zur Evolution der
Core-Proteine und MPP-Untereinheiten nur eine mogliche Hypothese, die nicht alle be-

kannten Daten gleichermafen gut erklart.

So sind die diskutierten Ursachen fiir die vorgeschlagene Richtung der Evolution in erster
Linie spekulativ.
(1) In dem urspriinglichen Modell von Braun und Schmitz (1995b) wird postuliert, da3 das

Anheften der mitochondrialen Prozessierungsprotease an die Cytochrom ¢ Reduktase fiir das

107



Diskussion

Prozessierungsenzym einen Vorteil bedeutete, weil durch die Lokalisierung an der Membran
ein ganz unmittelbarer Zugriff auf importierte Proteine sichergestellt war. Diese feste
Anheftung kann aber nur dann ein Vorteil gewesen sein, wenn zwischen der Cytochrom c
Reduktase und Komponenten des Protein-Import-Apparates entweder stindig oder auch
zeitweise ein Kontakt bestand. Als Indizienbeweis dafiir miifite gezeigt werden, daB3 in
hoheren Pflanzen dieser Kontakt gegeben ist. Bisher gibt es keinerlei Hinweise darauf.
Auffallend ist allerdings, wie bereits von Braun und Schmitz (1995b) bemerkt wurde, daf3 die
Integration eines neuen Enzyms in einen Proteinkomplex von Eukaryoten keine Ausnahme
darstellt. Eine kleine Untereinheit der NADH Ubichinon Reduktase in den Mitochondrien von
Neurospora und Rind ist beispielsweise nahe verwandt mit dem Acyl-Carrier-Protein,
welches an der Fettsdurebiosynthese von Bakterien beteiligt ist (Runswick et al., 1991;
Sackmann et al.,, 1991). Moglicherweise ist die Integration von neuen Proteinen in die
Proteinkomplexe von Eukaryoten Bestandteil eines generellen Prinzips, der Entstehung
hochorganisierter multifunktioneller Enzyme mit komplexer Untereinheitenkomposition,
welche ein allgemeiner Vorteil waren und moglicherweise eine grundlegende Voraussetzung
fiir die Evolution mehrzelliger Eukaryoten mit spezialisierten Zellen bildeten.

(i) Als Ursache fiir das Ablosen der Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-
protease vom Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex bei den Mammalia und bei Hefe wird von
Braun und Schmitz (1995b) die Notwendigkeit gesehen, Proteinimport und Atmung unab-
héngig voneinander zu regulieren. Diese Argumentation ist insofern mif3verstiandlich, als daf3
nicht zwischen kurzfristiger Regulation enzymatischer Aktivitdten und Adaption von
Stoffwechselfunktionen an verdnderte Lebensbedingungen unterschieden wird. Fiir die beiden
Enzymaktivititen der Cytochrom c¢ Reduktase bei Pflanzen wurde nachgewiesen, dal} sie
vollig unabhingig voneinander sind und demnach auch unabhéngig voneinander reguliert
werden konnen (Emmermann & Schmitz, 1993; Braun & Schmitz, 1995¢). Als Adaption an
anaerobe Lebensbedingungen besitzen Hefezellen die einmalige Féhigkeit, die Bildung neuer
Atmungskettenproteinkomplexe zu unterdriicken wiahrend der Proteinimport in die Mitochon-
drien aufrechterhalten werden muB. In diesem Sinne scheint naheliegend, da3 das Ablosen der
mitochondrialen Prozessierungsprotease von der Cytochrom c Reduktase vorteilhaft war.
Braun und Schmitz (1995b) postulieren, daB die Entwicklung eines autonomen
Prozessierungsenzyms in Mammalia eine notwendige Voraussetzung fiir die Anpassung des
Stoffwechsels an schnell wechselnde Energiebediirfnisse war ohne das der Proteinimport
dabei beeinfluBt wird. Sinnvoll ist diese Uberlegung dann, wenn davon ausgegangen wird,

daf} durch eine adaptationsbedingte Abnahme des Cytochrom c¢ Reduktase-Gehaltes in den
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Membranen die an die Cytochrom ¢ Reduktase gebundenen Untereinheiten der mitochon-
drialen Prozessierungsprotease fiir den Proteinimport limitierend werden. Bisher ist die
Regulierung der Atmungskette allerdings kaum erforscht und es ist wenig dariiber bekannt, ob
und wie sie auch auf der Ebene der Genexpression und der Regulation der Lebensdauer
einzelner Komponenten erfolgt. Auerdem kommt das in Neurospora crassa zu 75 % an die
Cytochrom ¢ Reduktase gebundene 3-MPP ca. 15 mal hdufiger vor als das in der Matrix ge-
loste o-MPP. Die enzymatische Aktivitdit der mitochondrialen Prozessierungsprotease in
Neurospora crassa ist in der Matrix lokalisiert. Dieses Beispiel impliziert, da3 die an die
Cytochrom ¢ Reduktase gebundenen Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-
protease moglicherweise eher in einem groBen ,Uberschul3‘ vorliegen. Zusitzlich konnte man
vermuten, daBl an sinkende Energiebediirfnisse der Zelle auch die Anforderungen an den
Proteinimport in die Mitochondrien adaptiert werden, da8 heiflt es werden weniger Proteine

importiert.

AuBerdem werden einige interessante Aspekte in der Evolution der Core-Proteine und MPP-
Untereinheiten im Modell von Braun und Schmitz (1995b) gar nicht aufgegriffen. (i) So bleibt
offen warum und wie es nach der Duplikation des Ur-MPP zur Entwicklung zweier dhnlicher
Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease mit offensichtlich unterschied-
lichen Funktionen kam. In diesem Zusammenhang sei auf folgende Beobachtung hingewie-
sen. Vergleicht man die Sequenz im Bereich der inversen Zinkbindedoméne der o-MPPs, so
fallt auf, daBB die o-MPPs an Stelle des kompletten inversen Zinkbindemotivs HXXEH die
Sequenzen HXXDR oder HXXEK besitzen. Im Sinne der Funktion koénnen die statt-
gefundenen Aminoséduresubstitutionen zum authentischen inversen Zinkbindemotiv als
,konservative Austausche‘, welche die Funktion moglicherweise teilweise erhalten, betrachtet
werden. Warum fanden diese ,konservativen Austausche® statt und keine zufilligen
Aminosduresubstitutionen? (ii) Ebenfalls interessant ist, da zwar B-MPP neben Core II
gemeinsam in der Cytochrom ¢ Reduktase vorliegt aber o-MPP niemals neben Core 1. Ist dies
ein Zufall oder ist die Tendenz zur Bildung eines l6slichen o-MPPs stiarker als die zur
Bildung eines 16slichen B-MPPs? Kann dieser Unterschied méglicherweise aus der Funktion

von o-MPP erklirt werden?

In den letzten Jahren wurden experimentelle Daten publiziert, die sich nur schwierig in das

von Braun und Schmitz (1995b) entwickelte Modell einordnen lassen.
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(1) Nurani et al. (1997) fanden in Prozessierungs-Enzymtests mit radioaktiv markierten
Vorlduferproteinen die Aktivitdt der mitochondrialen Prozessierungsprotease von
Chlamydomonas reinhardtii in der mitochondrialen Matrixfraktion. Nur eine vergleichsweise
sehr geringe Restaktivitit wurde in der mitochondrialen Membranfraktion nachgewiesen.
Dies war Anla3 fiir die Vermutung, dal die mitochondriale Prozessierungsprotease von
Chlamydomonas reinhardtii ein 16sliches Enzym und nicht wie bei hoheren Pflanzen
Bestandteil der Cytochrom ¢ Reduktase ist. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daf3 die
Cytochrom ¢ Reduktase von Polytomella spp. keine Prozessierungsprotease ist.
Chlamydomonas reinhardtii und Polytomella spp. sind nahe verwandte Griinalgen und
gehoren zu den Chlorophyceae. Chlamydomonas reinhardtii besitzt aber Chloroplasten.
Moglicherweise ist die mitochondriale Prozessierungsprotease in allen Chlorophyta unab-
hingig von der Cytochrom c¢ Reduktase in der mitochondrialen Matrix gelost. Zumindest
bestdtigen die fiir die Prozessierungsaktivitit von Chlamydomonas reinhardtii ermittelten
Daten nicht die These, dal} ein verdnderte Selektionsdruck durch das Vorhandensein von
Chloroplasten generell zum Verbleib der Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-
protease in der Cytochrom ¢ Reduktase fiihrt.

(i) Es existieren Berichte von einer zusdtzlichen Matrix-lokalisierten mitochondrialen
Prozessierungsprotease in den Mitochondrien von Sojabohne und Spinat (Szigyarto et al.,
1998). Die Autoren fanden in Prozessierungs-Enzymtest mit radioaktiv markierten Vorlaufer-
proteinen eine Prozessierungsaktivitéit in der mitochondrialen Matrixfraktion mit einer leicht
verdnderten Sensitivitit gegeniiber Inhibitoren im Vergleich zur MPP-Aktivitit der Cyto-
chrom ¢ Reduktase. Die leicht verdnderte Sensitivitdt gegeniiber Inhibitoren soll derjenigen
des 16slichen MPP von Neurospora crassa dhneln. Mit Antikérpern, welche gegen das 3-MPP
von Neurospora crassa gerichtet sind, wurden entsprechende Proteine in der mitochondrialen
Matrix nachgewiesen. Die Moglichkeit, da3 die beobachtete enzymatische Aktivitdt und die
mit Antikorpern detektierten Kreuzreaktionen auf nicht assemblierte oder priaparationsbedingt
herausgeloste Core-Proteine der Cytochrom ¢ Reduktase zuriickzufiihren sind, wird von den
Autoren ausgeschlossen. Unter anderem fiihren sie die Argumente an, dal3 die Core-Proteine
von Kartoffel aullerhalb des Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexes keine proteolytische Akti-
vitdt besitzen und daBl der Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex von Kartoffel aulergewohnlich
stabil ist (Emmermann et al., 1993). Trotzdem kann der Beweis fiir das Vorhandensein einer
strukturell verschiedenen 16slichen Form von der an die Cytochrom ¢ Reduktase gebundenen
Form der mitochondrialen Prozessierungsprotease nur endgiiltig iiber eine Aufreinigung

dieses Proteins erbracht werden.
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(iii) Alpha- und B-MPP des zu den Phycomyceten gehérenden Pilzes Blastocladiella
emersonii wurden in Western Blot-Experimenten durch Immunfirbung mit spezifischen
Antikorpern in der Fraktion der inneren mitochondrialen Membran nachgewiesen (Rocha &
Gomes, 1999). Dies deutet auf eine Integration beider Untereinheiten in den Cytochrom c
Reduktase-Komplex hin. Allerdings ist bekannt, dal Antikorper, welche gegen die Unterein-
heiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease gerichtet sind, auch mit den Core-
Proteinen der Cytochrom ¢ Reduktase kreuzreagieren konnen.

Bezieht man diese aktuellen Daten in das Modell von Braun und Schmitz ein (1995b) und
stellt das Modell erneut vor den Hintergrund der Evolution der Eukaryoten, kann die vor-
geschlagene zeitliche Reihenfolge fiir die Entstehung der MPP-Untereinheiten und Core-
Proteine nur bestdtigt werden, wenn weitere unabhingige Genduplikationsereignisse

postuliert werden.

7. Ein alternatives Modell fiir die Entstehung der Core-Proteine und MPP-Unter-

einheiten

Ein etwas verdnderter Ausgangspunkt flir die Evolution der Core-Proteine und MPP-Unter-
einheiten erkldrt die unterschiedliche Lokalisierung der mitochondrialen Prozessierungs-
protease in den einzelnen Organismen, einschlieBlich der im vorherigen Abschnitt dis-
kutierten aktuellen Daten, ohne stindig neue Genduplikationsereignisse vorauszusetzen.

Sehr friih in der Evolution der Mitochondrien lagen die beiden Untereinheiten der mitochon-
drialen Prozessierungsprotease bereits jeweils zweimal vor. Entstanden sind die vier Proteine
infolge von Genduplikationsereignissen, wobei drei Genduplikationen bzw. ein Gen-
duplikationsereignis und eine Duplikation des ganzen Genoms ausreichen, um die Entstehung
von jeweils zwei a-MPP-Untereinheiten und zwei B-MPP-Untereinheiten zu erkldren. Ein
Dimer aus o-MPP und B-MPP heftete sich an den Cytochrom c¢ Reduktase-Komplex, ein
zweites lag in der mitochondrialen Matrix vor. Prinzipiell konnte man davon ausgehen, daf3
beide Dimere proteolytische Aktivitdt besallen und kein extremer Selektionsdruck, der ent-
weder die 16sliche oder membrangebunde Form von MPP bevorteilte, anlag. Moglicherweise
war es sogar zeitweilig flir einige Organismen ein Vorteil eine membrangebundene und eine
l6sliche Form von MPP zu besitzen. Andererseits wird der Verlust von Enzymfunktionen
durch Mutationen von essentiellen Aminoséureresten oder sogar durch Deletion eines Gens

toleriert und ist sogar wahrscheinlich, wenn die Enzymfunktion durch ein anderes Protein
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vollstandig ersetzt werden kann. Aus diesen Annahmen 148t sich das Entstehen der Core-

Proteine zu verschiedenen Zeitpunkten in der Evolution der Eukaryoten erklaren (Abb. 37).

Kartoffel
W@lzen Mensch
Spinat .

Hefe | Neurospora Rind

Ratte
Blastocladiella

Farn

Schachtelhalm e\

Polytomella
Chlamydomonas

(©)

Euglena

(a)

Abbildung 37: Degradierung der an die Cytochrom c¢ Reduktase gebundenen Untereinheiten der mito-
chondrialen Prozessierungsprotease im Sinne eines alternativen Modells zur Evolution der MPP-Untereinheiten
und Core-Proteine vor dem Hintergrund der Evolution der Eukaryoten. (a) Drei Genduplikationen bzw. ein Gen-
duplikationsereignis und eine Duplikation des ganzen Genoms fithren zur Evolution von jeweils zwei a-MPP-
Untereinheiten und zwei f-MPP-Untereinheiten. Ein Dimer aus o-MPP und B-MPP heftete sich an den Cyto-
chrom ¢ Reduktase-Komplex ein zweites lag in der mitochondrialen Matrix vor. (b) Degradation der an die
Cytochrom ¢ Reduktase gebundenen o-MPP-Untereinheiten fithren zur Entstehung von Core II-Proteinen. (c)
Degradation von einer oder beiden an die Cytochrom c¢ Reduktase gebundenen Untereinheiten fithren zur
Entstehung von einem Core-Protein oder beiden Core-Proteinen. (d) Degradation der an die Cytochrom c
Reduktase gebundenen Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease fiihren zur Entstehung der
Core-Proteine. Die Aste des Baumes zeigen Wege gemeinsamer Abstammung, aber ihre Linge gibt nicht den

Ablauf der Zeit wieder.
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Insbesondere die Unterschiede im Auftreten von Core-Proteinen und MPP-Untereinheiten bei
nahe verwandten Organismen konnen besser erkliart werden. Bei Hefe besitzt die Cytochrom
¢ Reduktase Core-Proteine, wohingegen in die Cytochrom ¢ Reduktase von Blastocladiella
emersonii nach aktuellem Kenntnisstand moglicherweise die aktiven Untereinheiten der mito-
chondrialen Prozessierungsprotease integriert sind. Diese Tatsache ist mit dem urpriinglichen
Modell von Braun und Schmitz (1995b) nur erkldrbar, wenn man fiir die Entstehung der Core
II-Proteine der Mammalia und der Core II-Proteine von Hefe und Neurospora jeweils ein un-
abhingiges Genduplikationsereignis voraussetzt. In dem verdnderten Vorschlag wird lediglich
vorausgesetzt, dal die Evolution der vier Ausgangsproteine in den Organismen teilweise
unterschiedlich und unabhingig verlief. Die Existenz von Isoformen der MPP-Untereinheiten
in Kartoffel, Spinat, Weizen und vermutlich auch in Arabidopsis (dort wurden bisher zwei
Gene fiir a-MPP gefunden) konnten als Indizien fiir die vorgeschlagene Ausgangssituation
gewertet werden und konnten entweder unterschiedliche Spezifititen in verschiedenen
Pflanzenorganen oder auch Lokalisierungen der MPP-Aktivitdt in der mitochondrialen Matrix

und an der Cytochrom ¢ Reduktase erkléren.

Die Aufkldarung neuer struktureller und funktioneller Details von Cytochrom ¢ Reduktasen
und mitochondrialen Prozessierungsproteasen verschiedener Eukaryoten sowie MPP-artigen
Proteasen wird weitere Einblicke in die Co-Evolution der Cytochrom ¢ Reduktase und mito-
chondrialen Prozessierungsprotease geben. Besonders interessant sind aus dieser Perspektive
die Cytochrom c¢ Reduktasen und mitochondrialen Prozessierungsproteasen aus sehr
urspriinglichen Protisten. Moglicherweise werden neue Erkenntnisse die postulierte Co-Evo-
lution der Core-Proteine und MPP-Untereinheiten besser nachvollziehbar machen, so daf} ein

gut abgesichertes Modell vorgeschlagen werden kann.

Aktueller Nachtrag:

Nach Fertigstellung der vorliegenden Dissertation verdffentlichten Bolhuis et al. (2000)
erstmals Daten zur Funktion einer MPP-artigen Protease in Bakterien (B. subtilis). Mit Hilfe
von ,Knock-out* Mutanten konnten die Autoren zeigen, da3 das Protein einen Regulator der
Genexpression darstellt, der vermutlich nicht direkt an DNA bindet, sondern iiber eine

proteolytische Inaktivierung eines noch zu identifizierenden Genaktivators wirkt.
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VII. Anhang

Alignment mit Vertretern der Unterfamilie MPP-artiger Proteine

* 20 * 40 * 60
Seql Stp e MTK
PPh Bs e
Seql Sys e
Seq2_Sys e
PP2 Hp I T MKHE'SVKRLLG
PP1_Hp L MKHFSVKRLLR
Seql Rc e
Seqgl Rsp o
Seql Rip o
PP M1 e
PP Mt e
Seql Mf e
PP1 Stc I T MTSRSATATARTS
PP Bs I T T T T T
bMﬁP_NC I T MASRRLALNLA
bMPP_Sp R
bMPP_Le R ML
bMPP_Be S MLS
bMPP_Sc ey M
bMPP2_St : MATRHLLNLTRRRSRITPFTVLPPCITESSRSSTSITNPSQSSSLPSPPPPDAMIYDRLA
bMPP1 St : MTIRQLLTIARRSRNLTTSHSLRRLYSAS----AAVAATSSSTPAIGPPPPDAMIYDRLA
Corel Hs I T MAASVVCRA
Corel Bt I T MAASAVCRA
Corel Bpt @ ———=——————— MAASAVCRA
CoreI Mm S ettt WRRPESAE
bMPP Hs e MAAAAARVVLSSAARGGL
bMPP Rn I T MAAAAVSRTLLPVAGRRL
bMPP_DS I e e e e e e ———— MALRV
bMPP_Ce I T MKYRVQLFKIFYSNERL
bMPP_Oc I T MALRFEVIG
Corel Ce I T MALRLAVS
bMPP_Eg . e MTT
bMPP Lm I T MLRRTSAVAAT
CoreIl NC & ===
Corell Sp & ===
Corell Bpt & === ===
CoreIl HS & ——mm——
CoreIl RN @ — ==
Corell Hil i ———mmmmm oo
aMPP1 St e MYRATSSRLRALKVRGTNRVLARFLCSTAVATKPSGGL
aMPPZ:St I e MYRCASSRLSSLKARQGNRVLTRESSSAAVATKPSGGL
aMPP_0S o
aMPP2 At I mmm e MYRTAASRAKALKGILNHNFRASRYASSSAVATSSSSS
aMPP1 At I e MYRTAASRARALKGVLTRSLRPARYASSSAVAETSSST
aMPP_Pf e
aMPP Nc I T MLNRFRPARLVA
aMPP_ Sc ey oy Gy Sy Sy sy Ry By
aMPP_ Sp I T MLSEYQCLKNIG
aMPP Be ey oy Gy Sy Sy sy Ry By
aMPP_Hs Do RRKMAAVVLAATRLLRGSGSWGCSRLREGP
aMPP_Rn e ittt MATAVWAAARLLRG-SAALCARPKFGS
Corell SC & —mm
Seql Rhs S ittt MSEPFFRPGSGPAPGHPTAEPWRRRKRWYSPSDGRAGTARSHLPQRS
CoreIl Ce & ——mm
Seql Tm e
PP2 Stc e
Corel Sc e ML
PP _Aa e
Corell Eg : ———————————————— =~~~ - - - - o ——————— MKSVVRSKGTQALF
Seql Ap o
Seql Bs e
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Seqgl Stp
PPh Bs
Seqgl Sys
Seqg2 Sys
PP2 Hp
PP1 Hp
Seqgl Rc
Seqgl Rsp
Seql Rip
PP M1

PP Mt
Seql Mf
PP1 Stc
PP Bs
bMPP Nc
bMPP Sp
bMPP Le
bMPP Be
bMPP Sc
bMPP2 St
bMPP1 St
Corel Hs
CorelI Bt
Corel Bpt
CoreI Mm
bMPP_Hs
bMPP Rn
bMPP Ds
bMPP Ce
bMPP Oc
Corel Ce
bMPP Eg
bMPP Im
CorelIl Nc
CorelIl Sp
CoreII Bpt
CorelIl Hs
CoreIl Rn
CoreIl Hii
aMPP1 St
aMPP2_St
aMPP OS
aMPP2 At
aMPP1 At
aMPP Pf
aMPP_Nc
aMPP Sc
aMPP Sp
aMPP_ Be
aMPP Hs
aMPP Rn
CorelIl Sc
Seqgl Rhs
Corell Ce
Seql Tm
PP2 Stc
CoreI Sc
PP Aa
CoreIl Eg
Seql Ap
Seqgl Bs
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* 80 * 100 * 120
LVKINYPNIDEDLYYVKLENGL-————————————————— TVYFIKKIGFLEKTAMLTVG
——————————— MKKSPTANGL-—-————-—————-——————-DVYVLPKKEFNKTYAVFTTKY
———————— MTPSLLPPRILNLP-—--—————-———————————HVEVJEP\[€ TIIAEQMP——V :
—-—-MDIRLVSVQLCPTKPDFPA--———————————————— KIFTEDOERTLIHQDVPT-V :
LSSVLLVTLGASMHAQSYLPKH-—-—-——————————————— ESV VSVPLENKT :
LSSVLLVTLGASMHAQSYLPKH-——-——————————————— ESV VSVPLENKT :
———————————————————— MI--—————-——————————-ELT RMPG-L :
——————————————————— rv-------————-——————-1LD HMPG-L :
————————————————— MKENF-----————-————————-NVSKIEKNERTILTYNMPY-V :
MRRSKQGAEGKAEKKAARSAGV-————————————————— CRT HLPA-V :
——————— MPRRSPADPAAALAP——-———————————-———RRT FLPA-V :
————————————————————————————————————————————— YIPS-V :
SEARAVARTQTLIKGEHGIGTV-—-———————————————— RRTTEP EERTIVTIATLPS-V :
———————————————————— MI--—--—-———-—————————-KRYTCPNEVRIVLIENNPT-V :
QOGVKARAGGVINPFRRGLATPHSGT ———————-— GI-—-KTQTT ASQYSP-YA
——-MLRLONLPKLVRRFATTALP-—-———————————— KTETT HHP-YA :

: GRVLKSAARSQRGLRSFATTTNLG-————————-— P-—-FTEIS SQP-HA :
: AALRLTAKRNVRSLATASSSSYPGA—-——————— LLNVPKTQVT SNP-AL :
: FSRTASKFRNTRRLLSTISSQIPG-—————————————-— TRTS YIP-NT :
: EQVKSKIKRLEDPNQRFLRYNSPDP-TVADHTSILSAPETKVT SNL-SS

: EDVKQKIKRLENPDSRELOQHQLTTPNEFSRPHINPQLSLLRGVT GHGDNL-AV :

: ATAGAQVLLRARRSPALLRTPA-ILRSTATFAQALQEVPETQVS Q0S--S0
: AGAGTRVLLRTRRSPALLRSSD-LRGTATYAQALQSVPETQVS Q0S--S0
: AGAGTRVLLRTRRSPALLRSSD-LRGTATYAQALQSVPETQVS QS—--50Q
: RPAPGRKCYFAPAARRPAEVTC-LAGYRXFAQALQSVPETQVSTI QOS--SH
: WGFSESLLIRGAAGRSLYFGENRLRSTQAATQVVLNVPETRVT DS—--GL
: WGFTRRLPLRAAAAQPLYFGGDRLRSTQAAPQVVLNVPETQVT NS—-GI
: LGVTONLRTYMRGVEIIKR-—-——-YKSALTVKKTLLNIPATQVT DS—--GA
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TSHDGVCSRICAFVLCMVALQFLMTSAMAADESPLREAEVANE! VVIPDHR-A :
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BVVL--RG-RCATEDVE IAMRDDD--P :
BLPLAIDVVCOBMLT--GS-LIQEEDVD IAMTEDD--P :
YAKVLDEHANYALD PMFF--HS-TFDENELK IKMYEDA--P :
FAKALNEEVPKCVDI BTLO--NS-KLEESAIE SEEVEKQL-- :
YAHAPONAVPHAVA BILT--NS-SISASAVE QEEVDKMA--
BVPVAVDIISBILO--NS-KLESGAIE QOEVDKQL--
BTLO--NS-TLDPGAID AEEVDKQV--
SEILT--KS-VLDNSAIE SEEVDKMY—-—
BTLO--NS-LLEEDKIT MEEVEKQP--
BTLO--NS-KFEERKIE MEEVEGQT--
BTVQ--NC-SLEDSQIE MOENDASM--—
BTVQ--NC-SLEDSQIE LOENDTSM-- :
BTVQ—-—-NC-SLEDSQIE LOENDTSM-- :
BTIQ--NS-TLGEAEIE MOEVETNL--
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INFHMVMSCECLKEYLPIVINLI IGNVL—--FP-REFLSWEMKNNVNRLNLMREKLFENN-—
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SINANLMUOASVENQBVGKMLOIMSETVR--FP-KITEQELOEQKLSAEY|# I DEVWMKP——
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* 260 * 280 * 300
Seql Stp  : DYRAYSGILONLFPK--TSWANDIAES--KESIQKITKILEETHHTYERQPTNYUSHEIVE : 208
PPh Bs : WRLYYGVIENMYKE--HPVRIDIAGT--AESISHITKDLLYECYETFYHPSNMLLFIVG- : 194
Seql Sys  : QRRIFQQVVQLRFPG--TPYARPVLER--REIIENLQAQQOMRDFHAHWNOPPANTVTVVE : 200
Seq2 Sys  : DWLGFQALCQLLHPQ--HAYERSVLED--APSVONYTANQWRCFHRTHMOPENUTVVMVE : 207
PP2 Hp : IGMLYFRFENTRYVY--HPYHWTPIEF--MDDIQNWTLKDIKKFHSLYMQPKNAIVLVVE : 223
PP1 Hp : IGMLYFRFENTVMSI--TP-TMDAI€F--MDDIQNWTLKDIKKFHSL QPKNAIVLV 1 222
Seql Rc : DDIIFDWLQEARYPD--QAMERTIL€P--SENIERFGREDFERFVAE GPD I : 191
Seql Rsp  : TTSSSTGCRRPPTPV--SFG-RTILEP--EERVSTFGRADETREVGE GPD I AA : 190
Segql Rip  : DDLIYETFYNTVYKG--QPMEKSILET--TKTLVTFTKEHFLNFIGKHMNAENL : 193
PP M1 : EDALGDMFLAALFGD--HPVERPVIET--MESVSAMTRTQOWHSFHVRRMTPE VVAV : 210
PP Mt : EDALADMFLAALFGD--HPVERPVIES--AQSVSVMTRAQEIQSFHLRRMTPERIYVVAAAE : 203
Seql Mf : EDSLGDVFLSAMFGD--HPVERPVIES--VESIETMTRAQIHSFHVRRMIPESVIVAVAE : 183
PP1 Stc : GDCVHDLFAHTMFGD--NAMERPVLET--VDTVNALTADRIRRFYRKHMDPTHLVVAAAE : 223
PP Bs : DDIVHDLLSKATYGN--HSIeYPIL{€T--EETLASFNGDSEROYMHDYMTPDEVVISVAE : 190
bMPP Nc : EEVVFDHLEATRYQ--HQPIMERTILEPR-ENIRD-ITRTERVNY IKNNMTADSVVIIVGAE : 228
bMPP Sp : DEVVFDHLEATIAYQ--GHP#ERT 1€ PK-ENIES-LTREDWLQYIKDNMRSDEVIISSAE : 210
bMPP Le : EEVVFEHLEAVAFQ--GQPIMERTILEPK-NNILS-IQRDDIFEASYIQTNMTADSNVIIVGTE : 217
bMPP Be : EEVVFDHLEAALFP--ENAIEYTILEPK-ENIQT-LSQADQOAY IKNNMTADRUVVVGAE : 223
bMPP Sc : DEVVFDHLEEITYK--DQPI#ERTII€PT-KNIKS-ITRTDWKDY ITKNMKGDRIVVIAGAE : 214
bMPP2 St : EEVIFDQLETTRFQ--YTPIERTILEPA-ONIEK-MTRAHIQDYISTHMGAHENVISAAE : 287
bMPP1 St  : EEVIFDHLESTAFQ--YSPIMERTILEPA-ONIKT-ITRSHBKDYISTHMTAPSWVIVASE : 284

Corel Hs : RDVVENYLEATHFQ--GTPEEAQAVEEPS-ENVRK-LSRA AR : 235
Corel Bt : RDVVENYLEATHFQ--GTPEAQSVEEPS-ENVRK-LSRA AR : 235
Corel Bpt : RDVVENYLEATHFQO--GTPEAQSVEEPS-ENVRK-LSRA AR : 235
CoreI Mm I T ————— : -
bMPP Hs : QEVVEDYLEATAYQ--NTAEERTILEPT-ENIKS-ISRKDEVDYITT STVIEAA 1 245
bMPP Rn : QEVVEDYLEATHEYQ--NTAEERTILEPT-ENIKS-ISRKDEVDYITT STVIEAA 1 245
bMPP Ds : QEVVFD-—————————————— -~~~ ———— : 178
bMPP Ce : QEVVEDILEADVEK--GNPESYTILEPI-ELIQT-INKNDWQGY INTHMRSGEYVIIAA 1 244
bMPP Oc : QGVIMDNLELARYQ--GTSMSKSPLETS-TSLKA-ISGQHFKEWQEDNMRP TS VIl SA 1 224
CorelI Ce : QLVLFDMLEAAGFQ--GTPIRALSVLETS-ESIPN-ISAQOEKEWQEDHMRPVIENVIESA 1 225
bMPP Eg : DEVLMDHLESARFE--GSGEELSILEPL-ENIQKSITKGMIDDEVKTHMTGPRNARVGSE : 215
bMPP Im : DEVLMDNVEQARYDPTTSGEPLTILEPV-ENIAKNINKSMIEDYVRVHMTGPRNCEVSSE : 226
CoreIl Nc : AAIALDAAENVAFHS---GEESPLYPTVDTPTSSYLNENSVAAFANLAMNKANIAVVA 1 223
CorelIl Sp : LRVAMAKLEEKAFHR-—-GIENEVY----LPASASPSISEIKDFASKANMVKSNEFSVISSE : 205
CoreIl Bpt : QAHVIENLEAARYRN---AIBANSLYCP--DYRIGKVTPVEIRHDYVQONHEFTS IG 1 224
CorelIl Hs : QTHVIENLEAARYON---AIBANPLYCP--DYRIGKVTSEERHYEFVONHEFTS 224
CoreIl Rn : QTRIIENLEDVEYKN---AEANPLYCP--DYRMGKITSEERHYFVONHETS 223
CorelIl Hii : VP—HQVQAVELLHKAAFRN———GLGNSVYVP——KFQIGKLSSETMLHYVANNFNASRCAV : 124
aMPP1 St : QHLLILEAVE-SEGYSG--PYENSLAAT--EATVNRLNSTVIEEEFVAE : 261
aMPP2 St : QHLLLEAV§-SEGYAG-—-PYENSIMAT--EATINRLNSTVIEEEFVAE AAS : 2601
aMPP 0OS B et ENYTAPR : 7
aMPP2 At : MGFLLEAVEE-SREGYSG--AANPLYAP--ESAITGLTGEVIENFVFENJTAS AASE : 260
aMPP1 At : MGFLLEAT-SRGYSG-——PIBASPLYAP--ESALDRLNGE LIEEEFMTENETA AAS[E : 264
aMPP Pf : ELYITELLENTAWYNN-—TIEENKLYVY--ESSIENYTSENERNFMLKHESPKNUTEIGVN : 219
aMPP_Nc : ELILPELVEMARFKDN--TIEENPLLCP--KERLDY INRDVIQTYRDAFMRPEZLVVAF : 239
aMPP Sc : ELVLPELLETANYSGE--Ti#€ SPLICP--RELIPSISKYYWLDYRNKEMTPENTVAAF : 2006
aMPP Sp : DALLGEFAEVTAFONN--TI#ENCLLCT-~PDKVNGITATSIREYLKYFMRPEHLTHAY : 233
aMPP_Be : DAFIGEMMEAVEAFGGR--GEENSTFCE--PQRARNMTSDTIREYFATYLHPS VVAG ¢ 202
aMPP Hs : EPLLTEMIEEAMYREN--TVELHRFCP--TENVAKINREVIEHSYLRNYpMTP : 260
aMPP Rn : EPLLTEMIEEAMFREN--TVELHRFCP--VENIGKIDREVIEHSYLKNYpMTP : 256
CorelIl Sc : VKSAEDQLYAITFR---KGEENPLLYDG----VERVSLODIKDFADK TKENLEVSGEN : 191
Seqgl Rhs : EQLLEEEMQATLYQN--HPYRIPTI[E--WMHEMEQLNREDALKFYDRYMAPNNAL VVAE : 276
CoreIIl Ce : --IVFEDIFRARFRN--DSHSFSLYSS--KGQVGAYKSQ AKFAAKHFVSGNA VGIN : 206
Seql Tm : TSKLFDTLVETVWPG———P%ERPIIeR——KETIEKISSE REYHRK NLPDTKITIL : 187
PP2 Stc : YGTAFEKLTALEYPEG— HPYHHTPIeS——MADLDAATLEDARAFFRT PNNAVISV : 210
Corel Sc : PNRVLEHLESTRFON--TPESLPTRET--LESLENLVVA ESFANNHFLNSNAVVVG : 212
PP Aa : TTVLWEEFEKLVYKVS--PYRFPII[€--FEETIRKFTREKWLKFYKSEFMQPRNYAVVI : 209
Corell Eg : FAYLODIIEKTRFKG--SPIEEHTSEFVP--AYNLGYIDSNKEFDRWDA GFGNIAVIATN 1 246
Seql Ap : ESRIYRLAEASRWG--DSHEERPIEE--YPETVANISKADVEEYKASVESPE : 192
Seqgl Bs : HQLSYHYQLISMLSP---SSPAAVFPAGRIEDIEALDISDHQOKAYKAAFQA : 206
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———-DIDIDETFLAIQRFQTTLSYPDRKRVTVDPLHY
———-PVDPEATISQVRENQGKKPYTDQPEIKREEVKE-

————— DIREKAAIAYMEET
————— WUNSQKVFELSKK
————— %NSQKVFELTKK
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IDEMVALVRE
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————— SISEEELVKLAEK
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DHFGVRSECPPTTRLPN
ESLKNLDEKAIPTPYMK
ESLKNLDEKAIPTPYMK
GHLRPIGAPAVQLARWS
GHLKPVGORPMQPADFEFL
ASLKOGVKSSFIPAKYT
GSRLIRGRQSAPPRKS—
GSRLVRGRRPVAPRKG-
RPPAGGRRSAVAPRKAR
EKSGALKDPAAQPLAPR
GSYEAKGKATGLEKPE-
SKLPATAPVSSAS——--—
GHLEPSAEQLSLG——--
SSLPVSANPLALG-—--

TKLSTN--PTTAS——--

OQLLDLAQKHLGGIPWTYAEDAVP———~
|RQLLDLAQK§E

SGLSGTYDEDAVP——--
SGLSGTYDEDAVP———-—
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————— GESIDELLDLAKF
----- QYCENELLELAKE

G-DSLCTHKGEIP——--
G-DSLCAHKGDVP----

————— GENEDAIVKMAEK
G----GCSGSKLQGLAEK
G————GESN——VSSLADK

AVDEGOLCDLASK
————— GISPDAAHALAEK
—————— ASQAGLEKWVEP
—————— PDVQKASDLCAK

G---ELKHGDSST-——-
GDLSN-EYPRKVP----
GDLSN-EYPRKVP----
GALPTG----————---
SGVSSM-———————=—-
KGVPATSSGN---————
AVIPDGSP-—-------

S8 PVLKQVAEQF LNMRGGLGL~~———————
SIESTLKEVAEQFLNIRGGLGL--—————-~

—————— ESEPVLKQVAEQFLNIRGGLGL—————————
V]

—————— EEEEELLKVAEPLLSDLPKVPRA————————

[ERAVKLAEK

EEFLKVAEPLLSDLPKVATI-——————-—

EELLKVAEPLTSDLPNVPPQ--—-————-
|DELTKWTSR§E

QDYVPIPYTNQ-————-—
GDMKASDAPGLSRTGSE

EKALELTEKYLGDWQSTHPP———————-—

AELVDLVSKAJVPSSTRAPS————————
[EHLVDCARKYLLGVQPAWGSA———————
[EHLVECARKYLLGVQPAWGAP———————

————— VuEADLKRFVDESLLSTLPAGKSLVS——————

DGSILKSYAEECGVVPDGHIITN-—————-—

————— DAGRVRQLADETEGTLPRGPDLPAR—————
N-DDYLSLLEKELSELERNKPGDPLP—-—-

————— DIDPEQTLAWIEKYHGSTASHDGKQPP-———-
————— NIKEEDLVNS TESKNLSLQTGTKP-——————~
————— KINPKEVEEEVMK T§GKEEGRPVP————————
—————— TEEEAVLAATTDSAWVARAHNKVGG-—————
————— RISRLEALRVVKLFSQLEPGGKVR———————~
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Seql Stp i —mmmmm—mmmmm YPVIK-———- SSSVDMDV—-——————- : 254
PPh Bs P QEAVER---KEKEIKMNV-———-———— : 242
Seql Sys i —mmmmmmmmmmmmm PPFTKV-—-ETTTVVDDS——-————- : 251
Seq2 Sys i —mmmmmmmmm—mm HPIQTI---KRETLRIPE-——————- : 254
PP2 Hp Do EPKQDG---ARTAVVHKD-——————- : 270
PPl Hp P EPKQDG---ARTAVVHKD-——————- : 269
Seql Rc Do GNE--———-- R-—-RELKD-—--——-- : 232
Segl RSp @ ——=——m—mmmm GGE----—- R---RELKS-—-—--—- : 231
Seqgl Rip & —===— == GGK—===—-] -—-FIHKE-——----- 1 234
PP M1 Do TGR--INGGPALTLGKRD--—————- : 257
PP Mt P TGR--VNGSPRLTLVSRD-——————- : 250
Seql Mf Do DGS—-VVSHRCSWSTPRD——--——-- : 231
PPl Stc P AGRRTVRAAERVELIGRK-——-———— : 273
PP Bs P FHTEKLTRKKE-——————- : 231
bMPP_Nc P ILSK-KKPDFI[€SDIRIRDDT-—————- : 276
bMPP Sp RS — APRG-LKPRFVESEIRARDDD-—————— : 258
bMPP Le P RLSSERKPTFV[ESEARIRDDE——————- : 266
bMPP Be RS GKAKFVRPAFT{ESDVRIRVDD-—————— : 266
bMPP Sc RS SPRG-PLPVFCRGERFIKENT-—————- : 262
DMPP2 St & ————mmmmm e QLVSEEPAIFTESEIRIIDDD-—-———— : 335
PMPP1 St = : ——————m——mm——m ELVAREPAIFTESEVRVIDDD--————- : 331
Corel HS @ ———————————————— TLTP---CRET{€SEIRHRDDA-—-———— : 281
Corel Bt @ ——————————————— TLSP---CRET{€SQICHREDG——-———— : 281
Corel Bpt : ——————————————— TLSP-—-CRET{ESQICHREDG——————— : 281
CoreI Mm B e et : -
bMPP_Hs RS — ALPP---CKFT€SEIRVRDDK——————— : 290
bMPP Rn P ALPP---CKFT[€SEIRVRDDK—-————— : 290
bMPP Ds B : -
bLMPP Ce RS EFVP---ATYSPCEVRGDIPD--———-- : 287
bMPP_Oc P EGGG-—-IRFTECEYRYRNDY—-————- : 270
Corel Ce i ——————————————————— QVDG-——-TRET{ESEYRYRNDN-—-———— : 269
bMPP Eg P QPKPSGFTREL{EGDKRETNQL——-———— : 257
bMPP_ Lm P NNRPLLRGVYKVVHTVLWNEG—--———- : 268
CoreII NC : ——=————————————— LNTAASKYFEGEQRVAKN———————- : 265
Corell Sp : ——=————=———————————————————————————— LKSAPTKISSGESRVYSK-——————- : 245
CoreIl Bpt : ——————————————————————————————————— SGAKAKYHEGEIREQNG-——-———— : 263
CoreIl HS : ——————————————————— SGAKANYREGEIREQNG-——-———— : 263
CoreIl RN : ——=————————————————————————————————— AGAKAKYREGEIREQNG-——————- : 262
CoreIl Hii : ———————————mm oo —— SGTGSNYYGGDARKDTP-——- : 165
aMPP1l St i ——m——mmmmmm EEPTPVYVEGDYRRQAD——-————- : 301
aMPP2 St i —mmmmmm EEPKPVYV[EGDYRCQAD———————- : 301
aMPP 0S R EEPKSVYVGGDYRCQAD- : 54
aMPP2 At i ——mmmmmm—mm e m e m AEPKSQYVEGDFROHTG-——————- : 300
aMPP1l At i ——m—m—mm—mm LAPKSQYV[EGDFRQHTG———————— : 304
aMPP Pf P KEVTPKYT[€GFISVEDKN—-—-———- : 262
aMPP Nc : SSESSGGLLSKLFSPKAKKATPNPFLTRVPISTEDLTRPAHYTEG--FLTLPSQPPPLNP : 351
aMPP Sc R IT--K---KVAQYTEG--ESCIP--PAPVEG : 251
aMPP Sp P PLEAIPSHYTEG--FMGIKKSEAPPVP : 281
aMPP Be S VTHSDIETAYVEGSHQLVIPKPPPTHPN : 254
aMPP Hs Do EAVDIDRSVAQYTIEGIAKLERDMSNVSLGP : 314
aMPP Rn P GAVWMLTAQWHSTRGGSSRWRETCQMSALR : 310
CoreIl SC 1 ——=———————————— KSEPKFFLEEENRVRFIG-—————- : 235
Seql Rhs @ ———————————m—mm VRPQEPEQNTKRIVALTDPR-—————— : 323
CoreIIl Ce : ————————————————— QGSPFREGDYRRFAR-——————- : 245
Seqgl Tm P PPPSFEHTEPRY IVRND-——-———— : 231
PP2_Stc Do RDGALPDVMEGELREVVEEEVP--—— : 259
Corel SC 1 ——————————m———m VLKKKAAFL{€ SEVRLRDDT——————— : 255
PP Aa P KVQIPTEPEQI€IRFKKLKDP—-————- : 254
Corell Eg : ——————————————————— VAAPASKYS[EGEGYDVVHRAKEFDDQ : 297
Seql Ap P EPETPEPRTTFLREERG-—--———- : 233
Seql Bs P KIIPACPPVLSQKMMLGDEER—--——-- : 252

141



Anhang

Seqgl Stp
PPh Bs
Seqgl Sys
Seqg2 Sys
PP2 Hp
PP1 Hp
Seqgl Rc
Seqgl Rsp
Seql Rip
PP M1

PP Mt
Seql Mf
PP1 Stc
PP Bs
bMPP Nc
bMPP Sp
bMPP Le
bMPP Be
bMPP Sc
bMPP2 St
bMPP1 St
Corel Hs
CorelI Bt
Corel Bpt
CoreI Mm
bMPP_Hs
bMPP Rn
bMPP Ds
bMPP Ce
bMPP Oc
Corel Ce
bMPP Eg
bMPP Im
CorelIl Nc
CorelIl Sp
CoreIT Bpt
CorelIl Hs
CoreIl Rn
CoreIl Hii
aMPP1 St
aMPP2_St
aMPP OS
aMPP2 At
aMPP1 At
aMPP Pf
aMPP_Nc
aMPP Sc
aMPP Sp
aMPP_ Be
aMPP Hs
aMPP Rn
CorelIl Sc
Seqgl Rhs
Corell Ce
Seql Tm
PP2 Stc
CoreI Sc
PP Aa
CoreIl Eg
Seql Ap
Seqgl Bs
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* 440 * 460 * 480
———-TTAKLVVGFRG-YLT-LT-QHSLLTYRIALKLFLS—————— M-——————— L :
——QOGPKCLVGLKSKNPF-KL-GKELLKHELSMNLLLE———-—— A-———— = LE :
———LQQARLILLWRSPGL—DQ—FEKTLPLGWLAVILER ———————————————————— R :
———-LGPSRLTMGWNGPGI-DR-LOBNIGLDLLAVVLAG-—————S—————————————— H :

———GVHLEWVALGYKVPA-FK-H
———-GVHLEWVALGYKVPA-FK-H
———-LEQVEFALAFEGPGY-R--D
———LEQV|EFEMAFEAPNY-R-—A
———LEQTSLVLGFECTSY-IN-LGQLYQTYLLSIT
———AEQTIVLLGVRTPGR—S——WEHRWALSELHTA

———AEQTEVSLGIRTPGR-G—-WEHRWALS|YLHTA
———GEQS|sVSLGVRTPGR-H--WEHRWALS|YLNTA
———TEQAEVILGMPGLAR-T--DERRWAMGYLNTA
———TEQALCLGFKGLEV-G--HERIYDLI
———IPTANIRIAVEGVS---WSD
———SPTANIRIAVEGMS—--WKH
———LPTQE ATIAVEGVG-—--WSS

U InEoEnEsEsEnEaEnEn U In]

———-MPTABTRLAVEGAS——-WTS
——-LPTTEIRIALEGVS——-WSA
———LPLAQFEVAFSGAS——--WTD
———IPLAQERVAFQGAP———WTD

———LPFAEVERIAVEGPG---WAS
—-—-LPL IVaIAVEGPG———WAH
|

———LPLABVE IAVEGPG-——WATR————————————————————————— o —————

-—-MPLARIAIAVEAVG---WAHPBTICLMJANTLIENWDRSFGE-—————————- GMNL :
-—-MPLASIAVAIEAVG---WTHPBTIRLMYANTLIENWDRSFGE~—————~——~~ GMNL :
———-LPMLYGEMVVEGVS—-—-WTHEBNLALMYANTLMEEY DRMRGF ——————————— GVNA :

— == TPHMYARVATRA ~——— === — = o oo

-——VPHMYALFAVEGVG--~-YAHKBATLALQT ANQF TEQWDVTHAT -~ ——-————~~ SRTA :
-—-NPLTEVEVAFQTPG---TSHPBATKIKGLEQLIESY SROKGEAAYSCFARATVMDEY  :
-——MATANTHVAFPICG---ASHPESYPLQLITHNVI€QFR--EG--QYDQFS-—--SORR
-—-GKNATVIAFPGASLG---—— VPHPETSJLVGLIEGVSNTKWS ~—~PG--——~-~- FSLL :
-—-GTNYFCLGFP--AP-—--—— AASPELFYLSSTIEGDAAVKWS-——~HG--——-~- NTLL :
-—-DSLVEAALVAESAAT --GS-AEANAF SIYLOHVIEAGPHVKRE -~~~ SN--——-~ ATSS :
-—-DSLVERALFVAESAVA--GS-AEANAF SIYLOHVIEAGPHVKRE -~ —SN-———~~ TTSH :
-—-DNLViAL TVAESAAT --GN-AEANAF S LOHLT/EAGPHTKRE -~ —NN--——-~- TTSL :
——————— GNMAHVAVAGPGGAV--SNQKFALAFAVL.QCAT GAGPATKRG-—-AV-—--—-= :
-—-SGMTEFALAFEVPGG-WLKEKBAMT LT LOMLMEGGGSF SAE -~ -GP--——-- GKGM :
-—-AEMTEFATLAFEVPGG-WMSEKESMT LT LOMLMEGGGSF SAE - ~~GP-———-~ GKGM :
—————————— SDKTHIALAFEVPGG-WFEEKTAT TVTVL.QMLMGEGGSFSAG-—-GP-—~ :
-—-GEATEFALAFEVPG--WNNEKEAT TATLOMLMEGGGSF SAE - --GP--——-- GKGM :
-—-GEATEFAVAFEVPG--WNNEKEAVTATYLOMLMEGGGSF SAE - —~GP-———-~- GKGM :
. ———VKKTNIAIAYETQGG-WKSS-BMITLIYLOTLMEGGGSESTE-—~GP-————- GKGM :
: N-LPTFTEIQLAFEGLA-—-TSDDBRTYATLATLOTLIEGGGSFSAE -~ -GP-————— GKGM :
: N-LPELF3TQIGFEGLP-—-TDHBBTYATLATLOTLIEGGGSFSAE -~ -GP-————— GKGM :
Y-QQEFTEVVIAMEGLP-—-VTDBR TYALACLQFLIEGGGSF SAE -~ ~GP—————— GKGM :
Y-EQTLTiVQVAFPVPP-—-FTHPBMFPVSTLOVI.MEGGGAF SAE -~ ~GP-————— GKGM :
TPIPELTI IMVGLESCS——-FLEERF I PFAJLNMMMEGGGSF SAE ——-GP—————— GKGM :
PPRFQSSETYGGARELL---LLEERF I PFAYLNMMMEGGGSF SAE---GP--——-- GKGM :
-—-DSVAATGIPVNKAS----—--~ LAQYEWLANYLTS-——————=——==————————— A
-——VTVPSFQKSWVTTSYGTAEQGEAEALDILSETTEG-—-——— - T :
-—-GNDVETMVAGDGAAVG--DLKFLAAQAJFLAHTERASPLKFAS———————=—-=—— L :
-—-LEQVETEMARPTCG---RISEBTYPLYAINTATESG-——————————————————— M
-——ARALMALYRLPEDG----- TRACDAADLALTVIEGG-——————————————————— E :
-—-LPKAWISLAVEGEP---VNSPNYFVAKLAAQT FleSYN-———--———-————-~— AFEP :
-—RIEKAYWI IGWRVPATG---KTBYKGLIJFSETLCGG-~———————————————=—— R :
FTDVYSTYTWYAFKAPGR——SNLKEHAAS%“IAQALSN ————————————————————— A
-——TEAAYALLTLPLPPRSGLANVLARLRGYVENLEAG-—————=————=——————=—— A
-——-MEDTWTGLQOIGALPG---—-QNBLLSTKLYWDTAAR-———————————————-— TLFQL :

288
278
286
289
305
304
266
265
269
291
284
265
307
265
319
301
309
308
305
378
374
324
324
299

333
333
330
282
312
311
314
308
285
308
308
307
207
348
348

97
346
350
308
398
298
328
301
362
358
263
360
287
265
291
293
289
334
269
288



Anhang

Seqgl Stp
PPh Bs
Seqgl Sys
Seqg2 Sys
PP2 Hp
PP1 Hp
Seqgl Rc
Seqgl Rsp
Seql Rip
PP M1

PP Mt
Seql Mf
PP1 Stc
PP Bs
bMPP Nc
bMPP Sp
bMPP Le
bMPP Be
bMPP Sc
bMPP2 St
bMPP1 St
Corel Hs
CorelI Bt
Corel Bpt
CoreI Mm
bMPP_Hs
bMPP Rn
bMPP Ds
bMPP Ce
bMPP Oc
Corel Ce
bMPP Eg
bMPP Im
CorelIl Nc
CorelIl Sp
CoreIT Bpt
CorelIl Hs
CoreIl Rn
CoreIl Hii
aMPP1 St
aMPP2_St
aMPP OS
aMPP2 At
aMPP1 At
aMPP Pf
aMPP_Nc
aMPP Sc
aMPP Sp
aMPP_ Be
aMPP Hs
aMPP Rn
CorelIl Sc
Seqgl Rhs
Corell Ce
Seql Tm
PP2 Stc
CoreI Sc
PP Aa
CoreIl Eg
Seql Ap
Seqgl Bs

* 500 * 520 * 540
: IGWTSKIYHTL--Y-EDGKIDDSFDVDVEIHHNFQFVLISLDTP---—~~ EPIAMSNYIR :
: AKSSAQYESL--Y-EKGYIDETFSFDFTAEYGFGFAAIGGDIP------ EPDQLAEDISS :
: FRELREE--K-GLVTAIGAS-NSTQATQEMFYISAQLPAE-——~—~ NIPMVEQYIL :
VORLREE--L~GLVFDIQSC-FSLOKEASHFTINAYLTSA-~~~~~ QAERVEAEIC :
QSELVDK--K-RLASQAFSHNMQLQDESVELFIAGGNPNV-—~--~ KAEALQKEIV :
QSELVDK--K-RLASQAFSHNMQLODESVFLFIAGGNPNI ~—~~—~ KAEALQKEIV :
FOKIREE--R-GLCYSIFAQ-AG ITIYAGTSGE-—--—- EVADLCGLTI :
FOKVREE--R-GLCYSIFAQ-SGAMERTEQITIYAGTSGE-——~—~ EVADLAGLTV :
FQSIREK--L-GLAYVVGSY-NSAMFESEVEFTIYASTAHN-—~~—~ KLELLYREIK :
FQEIRET--R-GLAYSVYSA-LDIFABRSEALSVYAACLPG-—~~—~ RFADVMQVIS :
FQEVRET--R-GLAYSVYSA-LDLFABSEALSVYAACLPE-——-—- RFADVMRVTA :
FQQIRES--R-GLAYLGVLD-RGPLRESEALSVYAGCQPE-—~~-~ REDEVVRVTT :
FQEVREK--R-GLAYSVYSY-TSGFARCEMFEVYAGCRPS——~~~~ QVHDVLKICR :
FQDVRED--K-GLAYSVYSY-HSSHERSEMLTIYGGTGAN-~~~~~ QLOQLSETIQ :
SGFVHKH----DLATSEMSF-STS IYLVTD-———-—~~ KLDRVDDLVH :
STIVQQH----QLANSFMSF-STS IYLVTE-—————~~ NLGRIDDLVH :
SHIISSN----SLANSEMSF-STS IYLVSE-———-—-~ NLMNLDDTLH :
AQIVAKH--—-NLANSFTSF-NT IYIQSN-—————-~ NRDNLDDLAH :
AVAASQONG-—-SLANSYMSF-STSHAES MYIVTDS--—--—~ NEHNVQLIVN :
VORVAIN----ELAESVMAF-NTNMKIE VYAEAK-———————~ PDCLSDLAY :
AQSVAIN--—-ELAESMMSF-NTNMKIE VYAVAK——————~—~ SDCLSDLSY :
ASGAVAN----KLCQSFQTF-SICMAE HFVCD-—====—-= RMKIDDMME :
ASIAATN----KLCQSFQTF-NIC)AR HFVCD-—====—-= HMSIDDMME :
—————————————————————————— T---——-TWPSRWP-------—-—-TPSLATTTIA :
SEKIAQLTCHG----NLCHSFQSF-NTST{§ LYMVCE-—==—==—~ SSTVADMLH :
SEKIEAQLTCHG----NLCHSFQSF-NTSHT]} LYMVCE-—=====-~ QATVADMLH :

PTRWAEKLSQD----AGIEVEQSF-NTCHKET@IVETYFVAA-———————~ PESIDNLID
: AEREVOKIGHD--—--HGVHNLQHF-NINJKPE IYFVADAH---—-- DLNDTSGIMK :
DPKVGQFFRPNKAGHNPTHSLNAF-WAPNS)S FYAIAE----PGKSYGHEWENILH :
: NPNEWPWERVPN------ LVQLRPF-YTPMEET YHIVTARMATSGVARDDAQTLMLN :
: AKAT--——————- AANPGAEAFAH-NYANMSBABITATQITGKG-——-—— AAVGKVAVEAV :
: AKAAGT------- ASEYKATAVAD-LTPMSBASILSVVISGSCP——--~ KAIKATASESF :
LYQAVA-—~K---GVHQPFDVSAF-NAS}SES FYTISQAA-——-~ SAGDVIKAAYN :
LHQAVA---K---ATQQPFDVSAF-NAS}SES IYTISQAT-——-— AAGDVIKAAYN :
LEQSVA---K---GSQQPFDVSAF-NASHSES IYTVSQAA-———~ AAGDVINAAYN :
: NGPFGKALSS---A---LGDANARFAAL-NASYADAGLFGEVVSTEAQ--—~~ NAGKAVD :
: YLRVLN---AYPQIHAFSAF-SSIFNN IQAATTSD-——-- FAPRAIEVAVK :
YLRVLN-—-QYPQIHAFSAF-SSI}NN IQGTTSSD-——-~ FGPQAVDVAVK  :
—-——GKGMHSRLYLRILX~---NXHQIXHSLHL-——=—==—==——=———————————————— :
YLRLLN---QHQQFQSCTAF-TSVENN IYGCTSPE-—--- FASQGIELVAS :
YRRVLN---EYQEVQSCTAF-TSIFNB IYGCSSPQ———-— FAAKAIELAAK :
FLNVLN---SYNFIESCMAF-STQHSE LYFTGEPS----~ NTSDIIKAMAL :
YTNVLN-~-QHGWVESCVAF-NHSHT|BS IAASCYPG-——-— RTLPMLQVMCR :
YTHVLN---QYYFVENCVAF-NHS}SESETIFEISLSCIPQ-———~ AAPQAVEVIAQ :
YLNVLN---QYPWVETCMAF-NHSNT|BS FVTILDD----- AAHLAAPLIIR :
YTNVLN-—-RYRWMESCAAF-QHANSSTSWFEISASCVPS————~ FNPHLCNVLAG :
YLNVLN---RHHWMYNATSY-HHSHEB TR LCIHASADPR-—~~~ QVREMVEIITK :
YLNVLN---RHHWMYNATSY-HHSNER T{EWRLCITHASADPR-~~~~ QVREMVEIITK :
EISG-———————————— LISSAKLDKETBGEIFTLFVRDQ-——————- DSAVVSSNIK :
RIYQELVVK--Q-AIASSGGAYFNGRSLEPSSFTVFGSPRGE-——~—~ AKIEEVEDAID :
PGSTSGLALAN————LPEGVTGSAFQAPEDG?EEVEVYLLATG ————————— ANADSAVR :
SEINFHEIREK----EGFVYDVFSQIYALKETEII IVYAALSPE-—-——~ KIDEFFSKMK :
SERIFYNRLVRR---~DRTAVAAGFGLLRLAGAPSEWLDVKTSG—~~~~~~ DVEVPVIET :
QOGIKLLDNIQEYQLCDNENHFSLSHKESEIWEF STATR-~———~—~ NVTMIDDLIH :
IEVFYRELRE-—~--~ KGLVYSYSCGDMGRPRDNIFIITATFPPE-—~——~ NYEKVKKRVE  :
PVLN--TS------ FAPKRLEVEFYQANDTVER IELSSVQASN—————~~~ AQLKAFKA :
IFFKEVRE-———=—=====—=—~ ERGLAYGENVDVHITSWG——-=--~~-~ SSMSLIVL :
PFFQEIQQT--Y-RLEIDRLSAETY IFEBGEFLILHSQGTHS———~——~~ SAYIDVAS :

339
329
336
339
356
355
316
315
319
341
334
315
357
315
366
348
356
355
354
424
420
370
370
316
379
379
376
361
366
367
352
332
356
356
355
255
399
399
122
397
401
359
449
349
379
352
413
409
302
412
334
315
340
345
338
378
305
337

143



Anhang

Seqgl Stp
PPh Bs
Seqgl Sys
Seqg2 Sys
PP2 Hp
PP1 Hp
Seqgl Rc
Seqgl Rsp
Seql Rip
PP M1

PP Mt
Seql Mf
PP1 Stc
PP Bs
bMPP Nc
bMPP Sp
bMPP Le
bMPP Be
bMPP Sc
bMPP2 St
bMPP1 St
Corel Hs
CorelI Bt
Corel Bpt
CoreI Mm
bMPP_Hs
bMPP Rn
bMPP Ds
bMPP Ce
bMPP Oc
Corel Ce
bMPP Eg
bMPP Im
CorelIl Nc
CorelIl Sp
CoreIT Bpt
CorelIl Hs
CoreIl Rn
CoreIl Hii
aMPP1 St
aMPP2_St
aMPP OS
aMPP2 At
aMPP1 At
aMPP Pf
aMPP_Nc
aMPP Sc
aMPP Sp
aMPP_ Be
aMPP Hs
aMPP Rn
CorelIl Sc
Seqgl Rhs
Corell Ce
Seql Tm
PP2 Stc
CoreI Sc
PP Aa
CoreIl Eg
Seql Ap
Seqgl Bs

144

: VIMNGICKLSY-KVSDADVVsRRNOIEKSSIMLHIDGSGPT--AEDT

: VLOGOWMRLC-TSATESEVAISGANIIERNALVSHIEDGTTPV--CEDI
: VLOGOWMRLC-TSATESEVLISGANLIERNALVS

: YVLSSLYDLCATKVEDSLLEANSAEFKASVMMMRDSTTNS--AED
: KGLKAIAAGG---VSKEDLTKRIAKAKFNLLSASEVSGTG--LVH
: KALKSLSSN--—--IPNDVVKSGIAMAKTKYLSA PVTLN——AISASSLVSASK————GS

Q-VKTTAQGN—-—--LSNPDVQANANKIEKAGY LMSV|d SSEGEF —-LDE -SYTPP :
QO-VKRIAQGN—-—--LSNTDVQANANKIEKAGY LMSV|a SSECF—-LEE -SYMPP :
I SQ

: EMNAVADG----KVNQKHLDSASAATKSATILM SRMIA--AEDI
: ELKDVAGG—-—-KVNQAHLDASAAATKSAVLM SRMIA--AEDI
: EFQKMN--———- RVTDEELNENAKSIEKSFMWMSIEZ YKSIL--MED
: ELHALTTDHGYSALGELEVSIEANOIRRSSL.LM SRMVE--LED

: ELCNTVLSVTSEET-—-—-- ERNANOIEKSSLLM SRMIS—--LED

* 560 * 580 * 600

QKLATIKIS--KEFTNEHLNLLFKEMYGDFIQSIDSIEHL--THQFS-LY@SDSD-KETY :
——MLLRAG--ELITAEKIELA 1KKIGTFLKALNSPEYI——ANQF%EEYAFLD———MSLF :

DHIERLQN———EPIPEKDLE IRTQVANREFIFG

TPAQL--AGL

SSSDV--AGLFA-D

ASEIENYEK-YRGI
2SEIENY[EK-HRST
ASEENYEE-HRTT

CIMREISKLCY-RVSDADVTHRCNOIKSSIMLHIDGTSPV—--AEDI

: VWOKEWMRLC-TSVTESEVARARNLIEKTNMLLOIEDGSTPI--CEDIEZOMECYN-RRIPT
: AVQOKEWMRLC-TAVSESEV. NLIEKTNMLLOIEDGSTPI--CEDIEISOMECYN-RRIPT

SVAHEWKHLAS-AATEEEVAMMNANQOFRTNLYQ TNTQK——AGFNAKE -NLRQL :
: YAMRELIRVSRNISEE-EFERMANOIKLOTMLOWDGTTNI--ADDI
A

Q-VKAVAQGN---LSSADVQ KAGYLMSV@TSEGEF--LSE

OMYNTEFANKDLRLT-EDEVSIHNANOIEKS SLLM SKLVE--LED

R QVEM

: EFVHMARNLSDEEV-——--— AIRVNANOIEKSSTLILM SQVIT--VEDIERQOVIEAON-QRLEP :
: EFIIMG-G----TVDTVELERNSATORT SMLMM SRPVI--FEDVERQVIEATR-SRKLP :
: EFIIMG-R----TVDLVELERNSATORMSMLMM SRPVI--FEDVERQOVIEATH-SRKLP :
: KIVADLKK--——————————-— (D SPAINYTKLKNAVQ——NESVSSPIELN ——————— :
: AEIRKIIEFG———ITDVELE1A1NRFVRSIIFARDSQSGM——AGIYE DTAHDV :
: ATVKVLR-——-- TTQVQDIEG 1RRAIADILFNAENNVYS——AYDLATN —-—-PEQ :
: DVLSNES-——-——- LFMKNEEY 1MRYLGKLDMVTDNPAGM——MSFVIDDLSNDS——LETI

: AIDEELARFADEGPTAEEMEJ

FTLKOQWNRLT-ISVTDTEVEIRNAS

: ALSKIG-——-—-—- TLSEADLAVHASAALLTAYGN SWRAT——QATLIDSFNTTE QPLSP :
: EGNRDRVG-—————-- ELFDAMTRSWERALRGGYPESEWR---E--[E5RRIEYRFYTRREA :
¢ YYVTQKKEQ-——-- VAAWLQYGEDS TDAITYDSDYVRKCFEWAAECDRCDCS—————-— F:

RPGDR--ANL YYYAQIED—LEPA :
-YYQTLAT-AELA :
SSSDV-—-AGLFA-DYJEVOND-IQGL :

VOND-LQGL :
ANLATWER-VPGL :
SLLATIWER-VPGV :
KNYSVEEK-YILP :

KSEMCWEE-QMSV :
STNSK--MSRNEKNE@LLEK-HKTL :
SQIVITE-RRMSP :
SOLIMTTE-RRMSP :
SQIVTSE-KRMTP :
SOMEAYE-RRLSP :
SQVVTTE-KRLSP :
SQLITYE-RRIPY :
SHVETYE-RRIPV :
SSLITYE-RRIPL :
DGTTPV--CEDIE5SLI#TYE-RRIPL :

-ARVPL :
QMIH -RRVPL :
NLIIAGE-KPIQV :

-SYMPP :
: ALT————RALKSGS———VSAEDVNRGKALLKVAVLDAYSTDSSL——IAEMGLQAVLTK D :
: ELTAVANPG---EVDMVQLDASOSTKSAILM SRMVA——SEDIEEQ%EI%E—ERKPV :

: ELTIAVANPS---EVDQVQLNIRSNOATKSATILM SRMVA--SEDIEZ0Q —-ERNPV :

AQIIETYE-ERKPV :
SQIIETYE-ERKPV :
AOMMILN-RILTG :
2QVQVHE-RKIPV :

—-RKIPV :
AQIQTONGLYITP :

KLOLGQLYJa SGNPVNDANL AEVEI —SKLSL :

QA%EEREWLD GTVAGR--ADELCJy YAVL -DPQLA :
: ELLKETYEN--—--LTDEQVEEQNASRIINSRLFEERBRVEND--AFDI€YSYTVVR-DLDEY :

393
379
390
392
409
408
369
368
372
395
388
369
411
369
422
403
412
411
411
480
476
426
426
362

435
435

432

417
422
424
406
382
409
409
408
305
453
453
450
454
410
506
405
432
404
465
401
339
466
384
365
397
403
391
429
352
386
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Seqgl Stp
PPh Bs
Seqgl Sys
Seqg2 Sys
PP2 Hp
PPl Hp
Seqgl Rc
Seqgl Rsp
Seql Rip
PP M1

PP Mt
Seqgl Mf
PP1 Stc
PP Bs
bMPP Nc
bMPP Sp
bMPP Le
bMPP Be
bMPP Sc
bMPP2 St
bMPP1 St
Corel Hs
CorelI Bt
Corel Bpt
CoreI Mm
bMPP_Hs
bMPP Rn
bMPP Ds
bMPP Ce
bMPP Oc
CoreI Ce
bMPP Eg
bMPP Im
CoreII Nc
Corell Sp
CoreII Bpt
Corell Hs
CoreIl Rn
CoreIl Hii
aMPP1 St
aMPP2_St
aMPP OS
aMPP2 At
aMPP1 At
aMPP Pf
aMPP Nc
aMPP Sc
aMPP Sp
aMPP Be
aMPP Hs
aMPP Rn
Corell Sc
Seqgl Rhs
Corell Ce
Seql Tm
PP2 Stc
Corel Sc
PP Aa
Corell Eg
Seql Ap
Seqgl Bs

: AEIER;EDANSAKDVMD

: AQIENAVD?ESVDDIKR

: AETLKALEGYTAEKLOA

* 620 * 640 * 660
FDIPKIMERLTLKDVVTIGKAFFEKADA-SDFTVEPK———————————————————————
DVVTVLEQITLEDVONVIQEEIAADRL-TVCKVVPKS——————————
LTYPVOEQALTAADLQKSH
TIAYPQIVRQYWPEALQT
TDYQRQFLDLKVSDLVR
TDYQQQFLDLKVSDLVR
DEVSTLEIDGYTVEAVRS
DEAVE Dgs
EEIIEITNIRADDIIN
EHTLQ DSETVEQVNA

EHTLROIE
DHTLAQIE.
DDMLAREEASNTPDDVRA
DEIINELNANNLERVNG
ANKKIWDQDI-AISAVESIEGLFDYARIRGDMSRNAEF————-—
ASEMIWDKDI-AVSAVESIEGLLDYTVEVAVEFL-————————
JOKYLWDKDE-ALAAFENIDGLKDYGRIRNDMSSMLY ————-—
ANEFIYDRDL-AIVAVEPVECLPDYNRIRSAMNLIRY-————
ANYRLONKPV-SMVALIEENTSTVPNVSY IEEKLNQ————————

QEVDLREIGOITEKDVAR

FEIDRLVDA)NTVEDVKR
EEVFEQVDKITKDDIIM

TELFARVD DASTIKRVENRFIFDQDV—AISA €PTOTLPDYNWERRRTFMLRY —————

: AELFSRED;EDTGTIKRVRNRFIFDRDV—AISA €PIQODLPDYNWFRRRTYWLRY —————

: AEWES AE¥DASVVREICSKYIYDQCP—AVAG € PTEQLPDYNRIRSGMFWLRF————~-
AEWESRUAEY

DARVVREVCSKYFYDQCP-AVAGEEPIEQLPDYNRIRSGMFWLRE —————

PELEA DAENAETIREVCTKYIYNRSP—AIAA €PTKQLPDEFKQIRSNMCWLRD—————
PELEARJDAYDAEMVREVCTKY IYGKSP-ATAALEPTERLPDENQICSNMRWTRD—————

SELEAQEQKEDAGAVREAISRHVYDRDL—AAVGVERTEAFPNYALTRAGMSWWRM —————

: ASFFEQLDAISREDLIRVGPRVLLROGP-RGGGDWRHGORARVRRPAGGDLLRGPLSCPL

J\KKLL-EGKA-SVSAVEDLHVLPYAEDLGLKV-—————————
DAFISGFDKYTPASISKVVSSLL-AKPA-STVAVENLDVLPYYDEL-—————————————
STVLQOEIDAVADADV INAAKKEV-SGRK-SMAASENLGHTPFIDEL——————————————
STVLQOUDS\YANADI INAAKKEV-SGQK-SMAASENLGHTPFVDEL - —————————————
PTVLQOQMDAY/ADADVVKARKKEV-SGKK-SMTASENLGNTPFLDEL——————=——=—~——

QEVFERVD VTPESLRAQEEKYLGVVQP—TVSCIEASSTLPKYDPLSLVSNVVHPQLTPA

¢ VOSADALVSAIDGVTQODVOSAAKKAG-SSKL-SVGAVGNLAHVPYASDLA-————————

EHVLK DAISANDIASVEQKLI—SSPL—TMAS €DVLSLPTYDVVSSRFHSK—-——————
EHFLK DAWSAKDIASVVQKLI—SSPL—TMAS E€DVLSLPSYDAVSSRERSK—-——————
DOFLKTVDQLTLKDIADETSKVI-TKPL-TMATE€DVLNVPSYDSVSKRER-———————-—
DOQFLKSVDOLTLKDIADETSKVI-SKPL-TMGSEEDVLAVPSYDTISSKFR-————————
KOLSDAIDSITKEDIQRVVHNFL-KTKP-TVVVYENINYSPHYDEICNILGHK———————
REMTRREINELTVKDLRRVEKRVV-GGMA-NNAGQE SGAPTVVLOEATVQG—————— LKTT
NEMISKEEDLKPDDISRVAEMIE-TGNV-NNAGNEKGRATVVMOGDRGSEFGDVENVLKAY
KEMIEKHMDALTPSDLSRVERRVL-TGNV-SNPGNETGKPTVLIHGNVDEVGDVEFALCKKA
LELVNNpSANYTRDDLVRVAEALV-AKPP-TMVAVEEDLTKLTDIKETLAAFNASG-EALQ
HELCTLERNYKPEDVKRVASKML-RGKP-AVAALI€E DLTDLPTYEDIQTALSSKDGRLPRT
HELCTLERNYKPEDIKRVRSKML-RGKP-AVAALI€E DLTDLPTYEHIQAALSSRDGRLPRT
—————— FDAYKDFKLG——--KFN-——--—--YVAV[€EDVSNLPYLDEL-—————————————
EAWPL RANKAAEVQAAERKYLSPDRS—VAGYLLPRESATSGDKSR —————————————
SELTAEQOKIQESDVQKYTKAAFER---LAISAY[ENYGRIPYADEL——————————————
EERVERIIK SKEDYRRAYERFIAGNWS——VFG%EPESGKIIEKHEMIV ———————————
LTAVQRVLEYTAEEVQEVAKARLRPDNR-AVLVYEPTASADETDASDENEEAAK——————
GEAFKKEDAITVKDVKA ‘GKRLWDQDI—AIAGTEQIEGLLDYMRIRSDMSMMRW —————
REFDKNLSRYRRVDVMRIFERY IKEDKYSEI LMVPEDGNKAE——————————————————
LEIVSAEK SADTVKSVVATMLGSPAT——LVHHEDSPCAPTLDALQ —————————————
ISNMERADALSAVILFHEKPFTLEDLVNQTLSSEWSLEEFLRLPRGLALIV-=—=—————
LDMYHIEQDMDAQVFLSLIDAMASSNK——AIIHVSQKEAIRQ ——————————————————

429
415
428
430
444
443
421
418
412
445
438
426
459
409
476
453
466
465
462
534
530
480
480

489
489
485
471
481
483
454
426
453
453
452
354
504
504
499
503
401
558
463
490
461
523
519
368
512
427
412
450
457
433
474
403
426
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Se
PPSeql Stp
SePPh Bs
Seseql Sys
PPSeg2 Sys
PPPP2 Hp
SeppPl Hp
Seseql Rc
Seseql Rsp
PPSeql Rip
PPPp M1
Sepp Mt
PPSeqgl Mf
PPpPP1 Stc
bMpp Bs
bMpMPP Nc
bMpMPP Sp
bMpMPP Le
bMpMPP Be
bMpMPP Sc
bMpMPP2 St
CopMPP1 St
CoCorelI Hs
CoCorel Bt
CoCoreI Bpt
bMCoreI Mm
bMpMPP Hs
bMpMPP Rn
bMpMPP Ds
bMpMPP Ce
CopMPP Oc
bMcoreI Ce
bMpMPP Eg
COpMPP Lm
CoCoreII Nc
CoCorelIl Sp
CoCoreII Bpt
CoCorell Hs
CoCoreII Rn
aMcCoreII Hii
aMaMPP1 St
aMaMPP2 St
aMaMPP OS
aMaMPP2 At
aMaMPP1 At
aMaMPP Pf
aMaMPP Nc
aMaMPP Sc
aMaMPP Sp
aMaMPP Be
aMaMPP Hs
CoaMPP Rn
SeCorelIl Sc
CoSeql Rhs
SeCorelIl Ce
PPSeql Tm
Copp2 Stc
PPCoreI Sc
CoPP Aa
SeCorelIl Eg
SeSeql Ap
Seqgl Bs
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* 680
CTPLPRQSVVCMA-————————————— : 494
QFPEDARACPL-———--———————--- : 494

: ELGWDQIQDTIAQWKLGRR-—-————— : 577
GLGNSSSSKNDSPKKKGWE——————-— : 482
GIGH-———————————————————— : 494
PVGSAGSFGRVTM————————————-- 474
YRLFR-————————————————————— 528
YRLFR-————————————————————— 524

Abbildung 38 (Seiten 135-146):

Alignment mit Vertretern der Unter-
familie MPP-artiger Proteine.
Aminosdurepositionen, die in min-
destens 50 % der aufgefiihrten Ei-
weille konserviert sind, sind grau
unterlegt. Die verwendeten Abkiir-

zungen sind in Tabelle 6 erklart.
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Abkiirzungen
ACA 6-Amino-capronsiure
ATCC ,American Type Culture Collection®
ATP Adenosintriphosphat
b Basen
BLAST ,Basic Local Alignment Search Tool*
bp Basenpaare
Bis-Tris (bis[2-Hydroxyethyl]imino-tris[hydroxymethylJmethan
BSA Rinderserumalbumin
cDNA copy DNA (aus reverser Transkription von RNA)
C-Terminus Carboxy-Terminus einer Aminosduresequenz
Da Dalton
DAB 3,3’-Diamino-Benzidin-Tetrahydrochlorid
DDBJ ,DNA Data Bank of Japan*
DIG Digoxigenin
DNA Desoxyribonukleinséure
DTT Dithiothreitol
EBI ,European Bioinformatics Institute
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGTA Ethylenglykoltetraacetat
ExPASY ,Expert Protein Analysis System"
FeS-Protein Eisen-Schwefel-Protein
g Erdbeschleunigung
IDE ,Insulin-Degrading Enzyme*
IMP Innere-Membran-Protease
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
MIP mitochondriale Intermediat-Peptidase
MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsiure
MPP mitochondriale Prozessierungsprotease
mRNA messenger Ribonukleinsiure
NCBI ,National Center for Biotechnology Information*
NRD-Konvertase N-Arginin (R)-dibasische Konvertase
N-Terminus Amino-Terminus einer Aminosduresequenz
OD optische Dichte
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PCR ,polymerase chain reaction‘, Polymerase Kettenreaktion
PEG Polyethylenglycol
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PP putative Protease
PVDF Polyvinylidendifluorid
PQQ Pyrroloquinolin Quinon
Q Ubichinon
QH, Ubichinol
RFLP Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
RIP ,repeat induced point mutation‘, wiederholt induzierte Punktmutation
RNA Ribonukleinsdure
SDS Natriumdodecylsulfat
SDP ,Sporozoite Developmental Protein‘
rpm ,rounds per minute‘, Umdrehungen pro Minute
Tris Trishydroxymethylaminomethan
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Verwendete Symbole fiir Aminosduren

Asparaginsdure

Glutaminsédure

A Alanin

R Arginin

N Asparagin
D

C Cystein

Q Glutamin
E

G Glycin

H Histidin

I Isoleucin

Valin

Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

jede proteinogene Aminosiure

M2 TZE R <

Einbuchstaben-Kode fiir Nukleinsduren
nach [UPAC-IUB Kommission der biochemischen Nomenklatur (CBN)
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, 83, 4)

Adenin

Cytosin
Guanin

Thymin
Uracil

RE<®CHR Q>

Glossar

Purine (g oder A)

Pyrimidine (T, U oder C)

Basen mit Aminogruppen (A oder C)
Basen mit Ketogruppen (T,U oder g)

Coderg

A oder T

alle Basen aufler g
alle Basen aufler A
alle Basen auBler C
alle Basen auf3er T,U
alle Basen

Z<OWIgW»

(einige Worterkldrungen fiir molekularbiologische Fachbegriffe im Sinne der Verwendung in der vorliegenden

Dissertation)

Alignment
Amplifikat
Annealing
Blot

Eluat

Exon Shuffling
Excision
Flow-through

His-Tag
Homologie

Insert
Peak
Poolen
Precursor
Primer

Prozessierung
Screening
Spacer

Spot
Template
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Ausrichtung von Aminoséuresequenzen gemaf} ihren Identitdten

iiber PCR vervielfiltigte DNA

Anlagern von Primern an komplementire einzelstrangige DNA

Transfer von Molekiilen (Proteinen, Nukleinsduren) auf Filtertrager
Molekiilgemisch, was in einem chromatographischen Reinigungsschritt von einer
Saule gelost wird

Vorgang bei dem Exons nicht verwandter Gene neu kombinieren

Ausschneiden von DNA-Inserts aus Bakteriophagen

Anteil eines Molekiilgemisches, der bei einer chromatographischen Aufreinigung
nicht an die Séule bindet

N- oder C-terminal an Proteine angeheftetes Ende aus 6-10 Histidinresten
Gleichartigkeit von Protein- oder Nukleinsduresequenzen, die einen gemeinsamen
entwicklungsgeschichtlichen Ursprung widerspigelt

Klonierte DNA in einem Vektor

,Gipfel‘ einer chromatographischen Molekiilaufreinigung

Vereinigung von Fraktionen eines Eluates

Vorlduferprotein

Oligonukleotid mit einer freien 3‘-OH-Gruppe, welches mit einzelstrangigen DNA-
Matrizen hybridisiert und als Start fiir die Verlingerung von DNA-Ketten durch
DNA-Polymerasen dient

,Reifung’ eines Vorlduferproteins (Abtrennen der Leitsequenz)

Durchsuchen einer Genbank

Abstandhalter

angefirbte Proteinbande in einer Gelmatrix oder auf einem Filtertrager
DNA-Matrize
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