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I. Zusammenfassung

Die sogenannten Core-Proteine der Cytochrom c Reduktase und die zwei Untereinheiten der

mitochondrialen Prozessierungsprotease (MPP) sind strukturell sehr ähnlich aber ihre evo-

lutionäre Beziehung zueinander ist ungeklärt. In der vorliegenden Dissertation werden Daten

präsentiert, die bekräftigen, daß sich die mitochondriale Prozessierungsprotease aus einer

bakteriellen Protease entwickelt hat und daß die Core-Proteine der Cytochrom c 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 gestützt.

Erstmals werden Ergebnisse von strukturellen und funktionellen Untersuchungen an Cyto-

chrom c Reduktasen niederer Pflanzen präsentiert. Die Cytochrom c Reduktasen aus einem

Schachtelhalm, Equisetum arvense, einem Farn, Platycerium bifurcatum und der chlo-

roplastenfreien Alge, Polytomella spp., wurden über ein Mikroisolationsverfahren präpariert,

welches auf der nativen Auftrennung mitochondrialer Proteinkomplexe über BN-PAGE und

anschließender Elektroelution beruht. In Übereinstimmung zu bisher untersuchten Cytochrom

c Reduktasen von Eukaryoten weisen auch die drei isolierte Enzyme aus niederen Pflanzen

eine komplexe Untereinheitenkomposition auf. Dies unterscheidet die Cytochrom c Redukta-

sen aus Eukaryoten von den einfach organisierten Proteinkomplexen der Eubakterien mit

maximal vier Untereinheiten. Die Cytochrom c Reduktasen des Farns und des Schachtelhalms

weisen, wie die entsprechenden Proteinkomplexe aus höheren Pflanzen, Prozessierungs-

aktivität gegenüber mitochondrialen Vorläuferproteinen auf und können deshalb als bi-

funktionelle Cytochrom c Reduktase/Prozessierungsprotease-Komplexe bezeichnet werden.

Der Cytochrom c Reduktase-Komplex aus Polytomella spp. ist keine Prozessierungsprotease.

Die Isolation und Sequenzierung der core II-cDNA von Neurospora crassa hat gezeigt, daß

das Core II der Cytochrom c Reduktase aus Neurospora crassa eine für α-MPPs cha-

rakteristische hydrophobe Domäne im C-terminalen Bereich nicht besitzt. Versuche zur Re-

konstitution der Prozessierungsaktivität der Cytochrom c Reduktase aus Neurospora crassa

durch Einführung dieser Domäne in das Core II können bisher noch nicht abschließend beur-

teilt werden.

In umfassenden phylogenetischen Analysen werden die verwandtschaftlichen Beziehungen

zwischen den Core-Proteinen der Cytochrom c Reduktase, den Untereinheiten der mitochon-

drialen Prozessierungsprotease und anderen Mitgliedern der Pitrilysinfamilie aufgezeigt.

Dabei wurde nachgewiesen, daß drei Sequenzen von putativen Proteasen aus α-
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Proteobakterien eine sehr große Ähnlichkeit zu den β-MPPs aufweisen. Unter Einbeziehung

der Auffassung, daß die rezenten α-Proteobakterien und die Mitochondrien einen gemein-

samen α-proteobakteriellen Vorfahren besaßen, ist dies ein wichtiges Indiz dafür, daß 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 für eine MPP-artige Protease kodiert. Das entsprechende Protein wurde mit spezifi-

schen Antikörpern immunologisch nachgewiesen. Vermutlich ist die putative Protease ein

lösliches Enzym. Die Isolation und Charakterisierung der potentiellen MPP-artigen Protease

aus Rhodobacter sphaeroides wird möglicherweise Hinweise darauf geben, warum eine

Protease aus einem Vorfahren der Mitochondrien das Potential zur Entwicklung der

Prozessierungsaktivität besaß.

Abschließend wird eine alternative Erklärungsmöglichkeit zum Modell von Braun und

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

Abstract

The so-called Core-proteins of the respiratory cytochrome bc1 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 c reductases from lower plants are reported. Cytochrome c 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 c 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 α-MPP domain. Experiments to reconstitute the

processing activity by incorporating this α-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 α-proteobacteria are

strongly related to the β-MPPs. In consideration of the classical view that mitochondria and

recent α-proteobacteria share a common α-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.

Schlagwörter:

Cytochrom c Reduktase, mitochondriale Prozessierungsprotease, Mitochondrien

Keywords:

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

Alle heute lebenden Organismen sind das Ergebnis eines Evolutionsprozesses, der auf der

zufälligen Variation des Erbgutes und der Selektion genetischer Information, die den

Besitzern ermöglicht, zu überleben und sich zu vermehren, beruht (Alberts et al., 1997).

Dieser Evolutionsprozeß ist a posteriori weder in seinem spezifischen Ablauf rekonstruierbar,

noch einer experimentellen Analyse zugänglich. 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 Komplexität

resultiert, sind Untersuchungen zur Evolution mitochondrialer Proteine auch an das Verständ-

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 c 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 ungelöstes Rätsel. 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 Größe, ein primitives

Cytoskelett, den Zellkern und die Fähigkeit zur Endocytose von den übrigen Prokaryoten.

Vermutlich stabilisierte sich die Endosymbiose durch eine erhöhte ATP-Ausbeute für 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

geführt, daß die einstigen Endosymbionten zu den α-Purpurbakterien gehörten 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 erklären:

(i) Das Kerngenom ist eine evolutionäre Chimäre, die aus einem archaebakteriellen und eu-

bakteriellen Vorfahren hervorgegangen ist (Feng et al., 1997). Der eubakterielle Anteil des

Kerngenoms ist größer als durch einfachen Gentransfer erklärt werden kann. Darunter sind

Gene, die nichts mit der mitochondrialen Biogenese oder Funktion zu tun haben (Keeling &

Doolittle, 1997).

(ii) 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 H2, CO2 und Acetat. Der ur-

sprüngliche Vorteil der Endosymbiose, erhöhte ATP-Ausbeute, ist nicht gegeben.

(iii) Amitochondriale Archezoa, denen eine Rolle als nahe Verwandte der urkaryotischen

Zelle zugeschrieben wurde, besitzen typische mitochondriale Proteine. In einigen Fällen kom-

men diese Proteine in Hydrogenosomen vor. Im Widerspruch zur Ausgangshypothese legt

dies nahe, daß die amitochodrialen Archezoa einst Mitochondrien besaßen, diese aber

sekundär verloren haben (Doolittle, 1998).

(iv) Das Genom des Archae Archaeoglobus besitzt einen großen Anteil eubakterieller Gene

(Klenk et al., 1997).

Eine plausible Erklärung dieser Punkte und zugleich radikal neue Sicht auf die Evolution der

eukaryotischen Zelle bietet die Hydrogen-Hypothese (Martin & Muller, 1998). Diese geht

davon aus, daß die Entwicklung der eukaryotischen Zelle mit einer Syntrophie zwischen

einem Methan-bildenden Archae und einem fakultativ anaeroben α-Purpurbakterium in einer

anaeroben Umgebung begann. Die Attraktivität des α-Purpurbakteriums für den Methanbild-

ner bestand in der Erzeugung und Exkretion von H2 und CO2 als Abfallprodukte der an-

aeroben Fermentation, welche dem Methanbildner als Substrate dienten. Aus einem zunächst

losen Kontakt beider Syntrophie-Partner entstand ein Abhängigkeitsverhältnis, als die Bak-

terien aus ihrer wasserstoffreichen Umgebung entfernt wurden. Der Archae-Partner mußte das

α-Purpurbakterium eng an sich binden, durfte es aber nicht von seinen organischen Substraten

trennen. Erst der Transfer von Genen für Importproteine fermentierbarer Substrate und

Enzyme für die Glycolyse vom Bakterium in das Genom des Archae erlaubten die totale

Vereinnahmung. Die Folge davon war, daß im Cytoplasma des Archae gegenläufig zum

eigenen anabolen Kohlenstoffmetabolismus die Glycolyse stattfand. Für das Überleben der

Symbiose mußte der anabole Wirtsmetabolismus verloren gehen. Damit konvertierte der Wirt

von einem methanbildenden autotrophen Organismus zu einem heterotrophen. Der Symbiont
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ging entweder verloren, wurde ein Hydrogenosom oder wurde ein Mitochondrium (in der

evolutionären Linie, die zu vielzelligen Organismen führte). 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

et al., 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 großen Unter-

schiede im Gengehalt unterschiedlicher Chondriome deuten auf einen relativ schnellen und

extensiven Verlust und Transfer der genetischen Information zum Zellkern in einem sehr frü-

hen Stadium der Evolution des protomitochondrialen Genoms (Gray et al., 1999). Tatsächlich

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 für den Rücktransport von kernkodierten mitochondrialen Proteinen in die Mito-

chondrien verantwortlich sind, sowie spezifische Leitsequenzen, mit denen zu transportie-

rende Eiweiße ausgestattet wurden, entwickelt. Die Leitsequenzen ermöglichen dabei die

Zielsteuerung der mitochondrialen Vorläuferproteine zu den Mitochondrien, werden von

Proteinen des Import-Apparates erkannt und sind für die intramitochondriale Sortierung von

Proteinen, das heißt für den Transport zu Subkompartimenten innerhalb der Mitochondrien,

verantwortlich. Die meisten Leitsequenzen sind N-terminale Extensionen, deren Längen

zwischen 8 und 121 Aminosäureresten variieren (Schneider et al., 1998). Möglicherweise

kann ihre Entstehung durch den Prozeß des ‚Exon Shuffling‘ erklärt werden, bei dem Exons

nicht verwandter Gene neu kombinieren (Wischmann et al., 1995; Long et al. 1996). Wahr-

scheinlich ist auch, daß die Translokation von mitochondrialen Genen in den Kern in jedem
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Einzelfall mehrfach stattgefunden hat und daß es von der genetischen Umgebung der Inser-

tionsereignisse abhing, ob die translozierten Gene mit Zusatzsequenzen ausgestattet wurden,

die für Leitsequenzen kodieren.

Zu den im Verlauf der Evolution entstandenen Proteinen des ‚Protein-Import-Apparates‘ ge-

hören: (i) Translokasen der äußeren und inneren mitochondrialen Membran, die Leitsequen-

zen erkennen und den Transfer über die Membranen oder die Insertion in Membranen kataly-

sieren, (ii) Enzyme, die Leitsequenzen abtrennen, nachdem die importierten Proteine ihren

Bestimmungsort erreicht haben und (iii) Chaperone im Cytosol, welche die mitochondrialen

Vorläuferproteine 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

Vorläuferproteinen von ursprünglichen Protisten impliziert die Konservierung von Kompo-

nenten des Importapparates, die teilweise sehr früh in der Evolution der Mitochondrien ent-

standen sein müssen (Häusler et al., 1997).

2. Der Cytochrom c Reduktase-Komplex

Die Cytochrom c Reduktase (Ubichinol Cytochrom c Oxidoreduktase oder bc1-Komplex) ist

ein essentieller Bestandteil der Elektronentransportketten von Mitochondrien und vielen

respiratorischen und photosynthetischen Bakterien, über die Elektronen mit hohem Elektro-

nenübertragungspotential auf einen terminalen Elektronenakzeptor übertragen 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 über eine biologische Membran gekoppelt ist. Der aus der Translokation von

Protonen über biologische Membranen resultierende pH-Gradient und das Membranpotential

erzeugen eine protonenmotorische Kraft, die zum Antrieb der ATP-Synthese über F0F1-ATP-

Synthasen dient (Mitchell 1961).

Alle Cytochrom c Reduktase-Komplexe verschiedener Organismen enthalten drei respirato-

rische, das heißt direkt am Elektronentransfer beteiligte Untereinheiten: das Cytochrom b mit

den beiden redoxprosthetischen Hämgruppen b562 und b565, das Cytochrom c1 mit einer Häm-

gruppe als Redoxzentrum und das Eisenschwefelprotein mit einem Eisen-Schwefel-Cluster

als prosthetische Gruppe. Die vier Redoxzentren wirken in der Form zusammen, daß Elek-
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tronen von einem Zweielektronencarrier (Ubichinol) auf Einelektronencarrier (Cytochrom c)

übertragen werden. Dabei überträgt das Ubichinol-(QH2)-Molekül eines seiner Elektronen

hohen Potentials über das Eisen-Schwefel-Protein auf Cytochrom c1, welches das Cytochrom

c reduziert. Das zweite Elektron des Ubichinol-(QH2)-Moleküls wird auf Cytochrom b über-

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)-Molekül 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 bc1-Komplexe besitzen zusätzlich zu den drei respiratorischen Untereinheiten

maximal eine weitere Untereinheit (Trumpower, 1990; Crofts & Berry, 1998; Yu et al., 1999).

Im Gegensatz dazu enthalten mitochondriale Cytochrom c Reduktase-Komplexe sechs bis

acht Untereinheiten, die nicht direkt am Elektronentransfer beteiligt sind (Schägger et al.,

1986; Brandt et al., 1994; Braun & Schmitz, 1995c; Schägger et al., 1995). Die Ursachen für

diesen Unterschied sind ebenso wie die Funktionen der zusätzlichen Untereinheiten bisher nur

wenig verstanden.

Zwei dieser zusätzlichen Untereinheiten besitzen Molekulargewichte von ca. 50 kDa, vier bis

sechs Untereinheiten sind mit Molekulargewichten unter 20 kDa klein. Von den beiden

großen Untereinheiten nahm man ursprünglich an, daß sie den Kern des Cytochrom c

Reduktase-Komplexes bilden (Silman et al, 1967). Obwohl später bewiesen wurde, daß 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). Über die Komplementation von Hefemutanten konnte gezeigt werden, daß die

Core-Proteine eine essentielle Funktion für 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 c Reduktase-Komplexes involviert (Schoppink et al., 1989;

Schmitt & Trumpower, 1990). Die Untereinheiten VII und VIII sind essentiell für die Kom-

plexassemblierung und die Untereinheit IX interagiert mit dem Eisen-Schwefel-Protein und

den Cytochromen b und c1 (Maarse et al., 1988; Phillips et al., 1990).

Die Aufklärung von Kristallstrukturen des Cytochrom c Reduktase-Komplexes aus Rind und

Huhn in den letzten drei Jahren hat neue detaillierte Einblicke in die Struktur und Funktions-

weise dieses Komplexes gewährt (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 c Re-

duktase-Komplexes von Rind.

Abbildung 1: Struktur-Modell des dimeren Cytochrom c 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 gegenüber der inneren mitochondrialen
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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 gehören zum Cytochrom b, die restlichen fünf stammen vom Cytochrom c1, dem

Eisen-Schwefel-Protein und den Untereinheiten VII, X und XI. Die Region im Intermembran-

raum wird von den funktionellen Domänen des Cytochrom c1 und Eisen-Schwefel-Proteins

sowie der Untereinheit VIII gebildet. Die das Redoxzentrum tragende Domäne 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,

daß der Transfer des Elektrons vom Ubichinol zum Cytochrom c1 durch die Bewegung dieser

Domäne des Eisen-Schwefel-Proteins realisiert wird (Zhang et al., 1998).

Mehr als die Hälfte der molekularen Masse des Komplexes resultiert aus der Matrixregion.

Diese Region enthält die beiden Core-Proteine, einen Teil der Untereinheit VII, den C-termi-

nalen Bereich des Cytochrome c1, den N-Terminus des Eisen-Schwefel-Proteins und die

Untereinheit IX. Die Untereinheiten I und II (Core-Proteine) sind strukturell nahezu identisch.

In Säugetieren 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 Vorläuferproteinen in die Mitochondrien werden mitochon-

driale Leitsequenzen endoproteolytisch durch Enzyme des ‚Import-Apparates‘, die Prozes-

sierungsproteasen, abgespalten, wobei das reife Protein entsteht. Viele Vorläuferproteine

werden in einem Schritt durch die mitochondriale Prozessierungsprotease (MPP) in ihre

reifen Formen konvertiert. Es konnte aber auch gezeigt werden, daß Vorläuferproteine 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 Aktivität. Die IMP ist für die Entfernung von Extensionspeptiden für 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 Fälle ist die mitochondriale Prozessierungsprotease an der Reifung

der mitochondrialer Vorläuferproteine beteiligt. MPP ist damit für die mitochondriale Bioge-

nese und Funktion sowie die Lebensfähigkeit 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 ähnlichen Untereinheiten, α-MPP und β-MPP, besteht

(Schatz, 1996; Neupert, 1997; Glaser et al., 1998). Die in vitro Aktivität des Enzyms ist ab-

hängig von divalenten Kationen wie Co2+, Zn2+ oder Mn2+, wobei neuere Daten vermuten

lassen, daß MPP in vivo eine Zinkprotease ist (Luciano et al., 1998). Mutationsstudien an der

mitochondrialen Prozessierungsprotease haben gezeigt, daß die β-MPP-Untereinheit über ein

inverses Metallbindemotiv (HXXEH) zum Zinkbindemotiv von Proteasen der Thermolysin-

familie (HEXXH) verfügt, welches essentiell für die Prozessierungsaktivität ist (Becker &

Roth, 1992; Perlman et al., 1993; Kitada et al., 1995; Striebel et al., 1996). Zusätzlich befindet

sich 76 Aminosäurereste vom inversen Zinkbindemotiv in Richtung C-Terminus entfernt ein

weiterer essentieller Glutaminsäurerest (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

Zinkbindedomäne ist die Aminosäuresequenz von Vertretern der Pitrilysinfamilie hoch-

konserviert (Abb. 2).
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Abbildung 2: Ausschnitt aus einem multiplen Sequenzvergleich im Bereich der Metallbindedomäne mit Pitrily-

sin, Insulin-Degrading Enzymes (IDE), N-Arginin-dibasischen Konvertasen (NRDC), einer putativen Protease

aus Bacillus subtilis (PP), YddC aus Escherichia coli, β-MPP-Untereinheiten und dem Core I aus Euglena

gracilis (Abbildung aus Braun & Schmitz, 1995b). Die Aminosäurereste des inversen Metallbindemotivs und

der an der Metallbindung beteiligte Glutaminsäurerest sind schwarz unterlegt. Aminosäurepositionen, die in

sieben der fünfzehn Eiweiße 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 Aminosäurereste in

Richtung C-Terminus vom inversen Zinkbindemotiv entfernte Glutaminsäurerest sind Ligan-

den, welche ein divalentes Kation im aktiven Zentrum binden (Becker & Roth, 1993). Der

Glutaminsäurerest 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 vielfältig. Beispielsweise sind Insulin

oder der ‚Transforming grow factor α‘ Substrate für das ‚Insulin-Degrading Enzym‘, ein

Somatostatin-Vorläuferprotein ist Substrat für NRD-Konvertasen und Peptidfragmente des

Hämoglobins sind Substrat für 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 ungeklärt ist, wie die hohe Spezifität dieser Enzyme in Bezug

auf die Schnittstellen in den Substraten erreicht wird. Sicher scheint jedoch, daß sekundär-

bzw. tertiärstrukturelle Elemente in die Substraterkennung involviert sind.

Die Mitglieder der Pitrilysinfamilie können auf Grund ihrer Größe 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).

IDE Human 98 S D PP NI A G LS HF CE H M LF LG TK . .
IDE Rat 98 S D PP NI P G LS HF CE H M LF LG TK . .
IDE Drosophila 71 S D PT NL P G LA HF CE H M LF LG TE . .
IDE? Eimeria 67 Y D PQ DV P G LA HF LE H M LF LG TS . .
NRDC Rat 234 A D PD DL P G LA HF LE H M VF MG SL . .
Pitrilysin E. coli 78 E D PE AY Q G LA HY LE H M SL MG SK . .
PqqF Klebsiella 39 H E PS RF P G LA HL LE H L LF YG GE . .
YddC E. coli 66 Q E ED NE L G VA HF VE H M MF NG TK . .
PP? Bacillus ? H E TP EI N G IS HF LE H M FF KG TS . .

β-MPP Rat 89 Y E NE KN N G TA HF LE H M AF KG TK . .

β-MPP Yeast 61 A E NV KN N G TA HF LE H L AF KG TQ . .

β-MPP Neurospora 74 A E TD ET N G TA HF LE H L AF KG TT . .

β-MPP1 Potato 133 F E TE EN N G VA HF LE H M IF KG TE . .

β-MPP2 Potato 130 F E DT ET N G TA HF LE H M IF KG TE . .
Core I Euglena 60 W E TE KN N G VA HF LE H M NF KG TG . .

Consensus XX XX XX X G XX HXX E H X XXX G XX

(X)63 . .V NA VD S E HE KN VM N D AW     P14735
(X)63 . .V NA VD S E HE KN VM N D AW     P35559
(X)63 . .I NA VN S E HE KN LP S D LW     P22817
(X)61 . .V NA ID A E HQ KN IP N D DE     M98842
(X)63 . .V EA VD S E YQ LA RP S D AN     L27124
(X)63 . .R NA VN A E LT MA RT R D GM     P05458
(X)63 . .V AV ID A E YR LI QQ H E PS     P27508
(X)62 . .K LE VD A E RG VI TE E W RA     P31828
(X)62 . .K NV VY E E IK MY ED A P DD     Q04805
(X)62 . .R GV IL R E MQ EV ET N L QE     Q03346
(X)62 . .R DV II R E SE EV DK M Y DE     P10507
(X)62 . .R DV IL R E SE EV EK Q L EE     P11913
(X)62 . .R SV IL R E ME EV EK Q P EE     X80237
(X)62 . .R DV IL R E ME EV EG Q T EE     X80235
(X)62 . .R QT IV Q E KE DV EA R I DE     D16671

(X)54-56 X XX XX X E XX XX XX X X XX
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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

später 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 α- und der β-Untereinheit gebildet, deren moleku-

lare Massen zwischen 50 kDa und 57 kDa liegen. Interessant ist, daß sich die Interaktion der

beiden Untereinheiten bei den Prozessierungsproteasen verschiedener Organismen unter-

scheidet. In Hefe und Ratte bilden α-MPP und β-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, können 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 häufiger

vor als α-MPP, wobei 75 % des β-MPPs mit dem Cytochrom c 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 (β-

MPP) ist ebenso wie der intakte Cytochrom c Reduktase-Komplex gemeinsam mit der α-

MPP-Untereinheit zur Prozessierung mitochondrialer Vorläuferproteine fähig. Bei Kartoffel

und weiteren höheren Pflanzen (Weizen und Spinat) ist die Aktivität der mitochondrialen

Prozessierungsprotease nicht in der mitochondrialen Matrix lokalisiert, sondern an die innere

mitochondriale Membran gebunden. Die Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-

protease sind vollständig mit dem Cytochrom c 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 c Reduktasen höherer

Pflanzen bifunktionelle Enzyme, wobei ihre zwei Enzymaktivitäten voneinander unabhängig

sind (Emmermann & Schmitz, 1993; Braun & Schmitz, 1995c).

Sequenzvergleiche der Core-Proteine und der Untereinheiten der mitochondrialen Prozes-

sierungsprotease belegen klar die Zugehörigkeit aller vier Proteine zur Pitrilysinfamilie.

Deutlich wird aber auch, daß nur die β-MPPs eine vollständige inverse Zinkbindedomäne

besitzen und deshalb den proteolytisch wirkenden Teil der mitochondrialen Prozessierungs-

proteasen darstellen müssen. Bei den α-MPPs und Core-Proteinen fehlt mindestens eine der
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an der Metallbindung beteiligten Aminosäuren. Eine Ausnahme davon stellt das Core I von

Euglena gracilis dar (Abb. 3a).

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

Metallbindedomäne. Aminosäurereste des inversen Zinkbindemotivs und der an der Metallbindung beteiligte

Glutaminsäurerest sind schwarz unterlegt, andere Aminosäurereste, die in mindestens sechs der Proteine konser-

viert sind, sind grau unterlegt. B: Alignment im Bereich der α-MPP-Domäne. Aminosäurepositionen, die in

mindestens drei der vier α-MPPs konserviert sind, sind schwarz unterlegt, weitere Aminosäurereste, die in

mindestens sechs Proteinen konserviert sind, sind grau unterlegt. Accession-Nummern der Proteine sind rechts

neben den Alignments angegeben.

Da sowohl α-MPP als auch β-MPP für die Aktivität der mitochondrialen Prozessierungs-

protease in allen Organismen essentiell sind, stellt sich die Frage nach der Funktion von α-

MPP (Geli et al., 1990; Saavedra-Alanis et al., 1994; Kojima et al., 1998). Auf Grund ver-

schiedener experimenteller Daten wird vermutet, daß α-MPP in die Substraterkennung und

die Substratbindung involviert ist (Yang et al., 1988; Luciano et al., 1997; Shimokata et al.,

1998). Jedoch scheint für eine effektive Substratbindung der Komplex aus beiden Unterein-

heiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease erforderlich zu sein (Shimokata et al.,

(X)62 .. R G V I L R E M Q E V E T Q03346
(X)62 .. R D V I I R E S E E V D K P10507
(X)62 .. R D V I L R E S E E V E K P11913
(X)62 .. R S V I L R E M E E V E K X80237
(X)62 .. R Q T I V Q E K E D V E A D16671
(X)62 .. R D V I L Q E L Q E N D T P31800
(X)62 .. R D V I L R E M Q E N D A D26485
(X)61 .. V L K Q V Q D F E E N D H P07256
(X)63 .. R M A V Q F E L E D L N M P20069
(X)62 .. K L S A E Y E I D E V W M P11914
(X)62 .. I M T A Q Y E V N E I W S P23955
(X)62 .. L E K V K A E I S E Y S K P29677
(X)62 .. R S Q L K I D K A V A F Q P32551
(X)62 .. Q P Q L R I D K A V A L Q P23004
(X)62 .. Q P Q L K I D K A V A F Q P22695
(X)63 .. L P A A R Y D Y A V A E Q P07257
(X)66 .. K R L V E L E S K E T K R D16672

- G M N L S S K L A Q L T C H G N L C H Q03346
- G T N S P S P L A A A S Q N G S L A N P10507
- A P H Q G S K L S G F V H K H D L A T P11913
- G K H M G S E L V Q R V A I N E L A E X80237
- A A Y S C F A R A I V M D F Y D P K V D16671
- G A H L S S P L A S I A A T N K L C Q P31800
- G V H L S S P L A S G A V A N K L C Q D26485
- A S R L Q G I K L L D N I Q E Y Q L C P07256
P G K G M F S R L Y L N V L N R H H W M P20069
P G K G M Y S R L Y T H V L N Q Y Y F V P11914
P G K G M Y S R L Y T N V L N Q H G W V P23955
P G K G M Y S R L Y L R V L N Q Y P Q I P29677
R G N N T T S L L S Q A V A K G S Q Q P P32551
R G S N A T S S L Y Q A V A K G V H Q P P23004
R G S N T T S H L H Q A V A K A T Q Q P P22695
K L D K F T D G G L F T L F V R D Q D S P07257
V I A Q A L S N A V S P V L N T S F A P D16672

β-MPP Rat 92 E K N N G T A H F L E H M A F K G T K ..

β-MPP Yeast 64 V K N N G T A H F L E H L A F K G T Q ..

β-MPP Neurospora 77 D E T N G T A H F L E H L A F K G T T ..

β-MPP potato 136 E E N N G V A H F L E H M I F K G T E ..
Core I Euglena 63 E K N N G V A H F L E H M N F K G T G ..
Core I Beef 84 E K N N G A G Y F V E H L A F K G T K ..
Core I Human 84 E K N N G A G Y F L E H L A F K G T K ..
Core I Yeast 64 P Y N N G V S N L W K N I F L S K E N ..

α-MPP Rat 102 K Y L S G I A H F L E K L A F S S T A ..

α-MPP Yeast 55 R N L K G C T H I L D R L A F K S T E ..

α-MPP Neurospora 88 D Y V R G A S H I M D R L A F K S T S ..

α-MPP Potato 111 P A S Y G A T H L L E R M A F K S T L ..
Core II Rat 73 Y N Y L G T S H L L R L A S T L T T K ..
Core II Beef 74 S N N L G T S H L L R L A S S L T T K ..
Core II Human 74 F S N L G T T H L L R L T S S L T T K ..
Core II Yeast 42 A T K D G V A H L L N R F N F Q N T N ..
Core II Euglena 90 I F N A G I S S F M K H A L T K D G L ..

β-MPP Rat 309 I CL M V A N T L I G N W D R - S F G G

β-MPP Yeast 284 F V A L A T Q A I V G N W D R - A I G T

β-MPP Neurospora 297 F T G L V T Q A I V G N Y DK - A L G N

β-MPP Potato 356 I A L M V M Q Q M L G S W N K - S S G G
Core I Euglena 278 I K I K V L E Q L L G S Y S R - D K G E
Core I Beef 302 V A L Q V A N A I I G H Y D C - T Y G G
Core I Human 302 V A L Q V A N A I I G H Y D C - T Y G G
Core I Yeast 276 F V A K L A A Q I F G S Y N - - A F E P

α-MPP Rat 334 I P F A V L N M M M G G G G S F S A G G

α-MPP Yeast 274 Y A L A T L Q T L L G G G G S F S A G G

α-MPP Neurospora 374 Y A L A T L Q T L L G G G G S F S A G G

α-MPP Potato 324 M T L T V L Q M L M G G G G S F S A G G
Core II Rat 283 N A F S V L Q H L L G A G P H - - - I K
Core II Beef 284 N A F S V L Q H V L G A G P H - - - V K
Core II Human 284 N A F S V L Q H V L G A G P H - - - V K
Core II Yeast 258 N Y L T S A L S E L S G L I S - - - S A
Core II Euglena 309 A F K A P G R S N L K E H A A - - - S L

A

B
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1998; Ito, 1999). Eine nur bei den α-MPP-Untereinheiten konservierte hydrophobe glycin-

reiche Domäne mit einer Länge von 20 Aminosäureresten in der C-terminalen Hälfte der

Proteine hat vermutlich eine entscheidende Bedeutung für die Funktion dieser Untereinheiten

(Abb. 3b).

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

Die strukturelle Ähnlichkeit von Core-Proteinen der Cytochrom c Reduktase und Unterein-

heiten der mitochondrialen Prozessierungsproteasen sowie der Sachverhalt, daß β-MPP und

Core I in N. crassa und höheren Pflanzen sowie α-MPP und Core II von höheren 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 für die Bifunktionalität der Cytochrom c Reduk-

tasen von Pflanzen? (iii) Stammen die Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-

protease von den Core-Proteinen der Cytochrom c Reduktase ab, oder verhält es sich umge-

kehrt? Eine mögliche 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 Fähigkeit zur Abtrennung der Leitsequenzen von Vorläuferproteinen

entwickelt. Die Urprotease war ein hydrophiles Protein im Cytosol des Bakteriums. Das Ur-

MPP-Protein heftete sich später an die Cytochrom c Reduktase an. Möglicherweise bedeutete

die Anheftung der Protease an die Cytochrom c Reduktase einen Vorteil, weil durch die

Lokalisierung an der Membran ein unmittelbarer Zugriff auf die importierten Proteine

möglich war. Eine alternative Erklärungsmöglichkeit ist, daß der Cytochrom c Reduktase-

Komplex abhängig von neuen zur Matrix orientierten Untereinheiten wurde, um vor den

Matrixproteasen besser geschützt zu sein (Boumans et al., 1997). Später in der Evolution hat

zunächst ein Genduplikationsereignis zur Evolution zweier verschiedener Untereinheiten der

mitochondrialen Prozessierungsprotease geführt. Dieser relativ ursprüngliche Zustand ist in

den Mitochondrien höherer Pflanzen erhalten. Im weiteren Verlauf der Evolution kam es zu

einem schrittweisen Ablösen der beiden Protease-Untereinheiten von der Cytochrom c

Reduktase, möglicherweise um das ‚Proteinprozessing‘ und die Atmungskette unabhängig

voneinander regulieren zu können. Da die Untereinheiten der Prozessierungsprotease durch

die Co-Evolution der Protease und Cytochrom c Reduktase inzwischen unentbehrlich für die
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Assemblierung des Komplexes waren, konnte diese Entwicklung nur von weiteren Gen-

duplikationsereignissen ausgehen. Die Core-Proteine von Säugetieren und Hefe sind aus

dieser Perspektive evolutionäre Relikte der mitochondrialen Prozessierungsprotease.

Abbildung 4: Hypothetisches Modell zur Co-Evolution der Cytochrom c Reduktase (bc1 Komplex) und der

mitochondrialen Prozessierungsprotease (MPP) (Abbildung aus Braun & Schmitz, 1995b). a: unabhängiges

Vorliegen des Cytochrom c Reduktase-Komplexes und einer löslichen Protease (P) im Cytoplasma des Vor-

läufers der Mitochondrien. b: Umwandlung der Protease zu einer Prozessierungsprotease und Assoziation dieser

an die Cytochrom c Reduktase während der frühen Endosymbiose. c: Entwicklung einer dimeren im Cytochrom

c Reduktase-Komplex integrierten Prozessierungsprotease, bestehend aus einer α- und einer β-Untereinheit (α-

MPP und β-MPP) nach einer Genduplikation. Die Situation entspricht derjenigen in höheren Pflanzen. d: Das

Ablösen der α-MPP-Untereinheit aus dem Cytochrom c Reduktase-Komplex, welche inzwischen essentiell für

die Assemblierung des Komplexes geworden war, nach einem Genduplikationsereignis führt zur Entwicklung

des Core II-Proteins. Die Situation liegt in Neurospora crassa vor. e: Das Ablösen der β-MPP-Untereinheit vom

Cytochrom c Reduktase-Komplex, welche inzwischen ebenfalls essentiell für die Assemblierung des Komplexes

geworden war, führt zur Entstehung des Core I-Proteins nach einem weiteren Genduplikationsereignis. Dieses

Stadium reflektiert den Zustand in Säugetieren und in Hefe. C, Cytoplasma; BM, bakterielle Membran; M,

Matrix; IM, innere mitochondriale Membran; IMP, Intermembranraum; L, Lumen; OM, äußere 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 für 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 c Reduktase-Komplex. Durch gezielte Untersuchungen

sollen bestätigende oder widerlegende Indizien für diesen vorgeschlagenen Ausgangspunkt

und die postulierte Richtung der Evolution erarbeitet werden. So soll gezeigt werden, daß zu

den Vorfahren der Mitochondrien nahe verwandte, rezente Bakterien Proteasen besitzen, die

mit der mitochondrialen Prozessierungsprotease möglicherweise von einer gemeinsamen Ur-

Protease abstammen. Außerdem sollen die Cytochrom c Reduktase-Komplexe verschiedener

Organismen, darunter niedere Pflanzen, isoliert und charakterisiert werden, um Indizien für

den ursprünglichen Zustand in der Co-Evolution von MPP und dem Cytochrom c Reduktase-

Komplex zu finden. Durch eine gezielte Veränderung der Core II-Untereinheit der Cytochrom

c Reduktase von N. crassa soll die Prozessierungsaktivität des Komplexes rekonstituiert wer-

den. Damit soll der Beweis dafür erbracht werden, daß das Core II-Protein ein Relikt der α-

MPP-Untereinheit der Prozessierungsprotease ist. Ferner werden umfangreiche phylogene-

tische Untersuchungen anhand von Stammbäumen durchgeführt, die Auskunft über die Ab-

stammungsverhältnisse der Mitglieder der Pitrilysinfamilie, insbesondere die verwandt-

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

 

1. Material

1.1 Chemikalien, Lösungsmittel und sonstige Verbrauchsmittel

Die Lösungsmittel und verwendeten Chemikalien zur Herstellung von Medien, Puffern,

Lösungen 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 Säulenmaterialien, Filtern, Apparaturen und verwendeten Kits

wird im Methodenteil verwiesen.

1.2 Versuchsorganismen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen mit folgenden Organismen

durchgeführt:

Versuchsorganismus Bezugsquelle/Anbieter

Erwinia Chrysanthemi (ATCC 8484) Professor G. Auling, Hannover
Escherichia coli-Stämme: XL1-Blue

BB4
SOLR
XL1-Blue MRF`
XLORL
BL21 (DE3)

Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Novagen, USA

Equisetum arvense (Ackerschachtelhalm) natürliche 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,

Göttingen
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 Antikörper

Die aufgeführten Antikörper wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwandt:

Antigen Organismus

Core I Neurospora crassa

Core II Neurospora crassa

FeS-Protein Neurospora crassa

β-MPP Neurospora crassa

Prozessierungsprotease homologes Protein (RSP) Rhodobacter sphaeroides

Tabelle 2: Antikörper, die für die Durchführung dieser Arbeit zur Verfügung standen.

1.4 Plasmide und Expressionsvektoren

Die aufgeführten 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 Sequenz Selektionsmarke Verwendung
pBluescript SK-
(Stratagene, Heidelberg)

core II,
verändertes core II

aus N. crassa

Ampicillin Identifizierung der
cDNA, Vermehrung
in SOLR, XL1-Blue

pBARMTE1
(Fungal Genetics Stock
Center, USA)

core II,
verändertes core II

aus N. crassa

Basta Expression der Gene
in N. crassa

PET-11d
(Novagen, USA)

β-mpp, α-mpp, core II,
verändertes core II

aus N. crassa

Ampicillin Expression in
BL21(DE3),
Coexpression von
β-mpp mit core II und
verändertem core II in
BL21(DE3)

pET-28a
(Novagen, USA)

core II,
verändertes core II

aus N. crassa

Kanamycin Coexpression der
Gene mit β-mpp in
BL21(DE3)

pBK-CMV-Phagemid
(Stratagene, Heidelberg)

rsp aus Rhodobacter

sphaeroides

Kanamycin Identifizierung der
DNA, Vermehrung in
XLORL, XL1-Blue

pET-21b
(Novagen, USA)

rsp aus Rhodobacter

sphaeroides

Ampicillin Expression des Gens
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 erklärt.

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

Erklärung

PB1: PshAI
5` TATATAgACTTCCgTCCTTCAgATgCTTATggg 3`
PB2: NarI
5` TATATAggCgCCCTgTgggTACTgATTTAAgAC 3`

Amplifikation einer 130 bp
Sequenz aus dem α- mpp von
Solanum tuberosum zur
Einklonierung in das core II von
N. Crassa

PB3:
5` CTTCAgATgCTTATggg 3`
PB4:
5` CTgTgggTACTgATTTA 3`

Amplifikation einer 102 bp
Sequenz aus dem α- mpp von
Solanum tuberosum, Herstellung
der α[32P] markierten Sonde MCTR

FCHIM: NcoI
5` ATATACCATggCTgCTgCTgCTTCTCCC 3`
RCHIM: BamHI
5` TATggATCCTATACCTTgAgACCgAg 3`

Amplifikation von core II und
verändertem core II von N. crassa

zur Einklonierung in pET-11d

HC1: NdeI
5` ATATACATATggCTgCTgCTgCTTCTCCC 3`
RCHIM: BamHI
5` TATggATCCTATACCTTgAgACCgAg 3`

Amplifikation von core II und
verändertem core II von N. crassa

zur Einklonierung in pET-28a

RHH: NdeI
5` ATATACATATgACCgTTCTCCTCgACA 3`
RHR2: NotI
5` ATATAgCggCCgCgCggATCTGTgCgAgggC 3`

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

Oligonukleotide zum Screening von Banken
(Name, Sequenz)

Erklärung

INZG:
5` DIG-TTRAANgCCATRTgYTCNARRAARTg 3`

INZK:
5` DIG-CATRTgYTCNARRAARTg 3`

abgeleitet aus einer innerhalb
bakterieller Vertreter der
Pitrilysinfamilie konservierten
Sequenz H F L E H M A F K bzw.
H F L E H M;
zum Screening einer genomischen
DNA-Bank von R. sphaeroides

COREIIN:
5` DIG- TTRAARAANggYTCNACCCAYTT 3`

abgeleitet aus einer bekannten
Peptidsequenz von Core II aus N.

crassa K W V E P F F K;
zum Screening einer cDNA-Bank
von N. crassa

Tabelle 4: Auflistung verwendeter Oligonukleotide
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2. Präparation von Mitochondrien

Die Präparation physiologisch intakter Mitochondrien erfolgte bei 4 °C.

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

Handelsübliche Kartoffelknollen wurden für die Isolation von Mitochondrien verwendet.

Diese wurden geschält, zerkleinert, zum Zellaufschluß in einem Verhältnis von 1 : 1 mit

Aufschlußpuffer (0,4 M Mannitol, 1 mM EGTA, 25 mM MOPS, 0,1 % BSA, 15 mM

β-Mercaptoethanol, 0,05 mM PMSF, pH 7,8) versetzt und mittels Küchenmixer

homogenisiert. Das Lysat wurde durch zwei Lagen Nylonmembran (100 µm Porengröße)

filtriert und anschließend 5 Minuten bei 3500 x g zur Abtrennung von Zellbruchstücken,

Zellkernen und Amyloplasten zentrifugiert. Aus dem Überstand wurde die Mitochondrien-

fraktion durch Zentrifugation bei 18000 x g für 30 Minuten pelletiert. Zur weiteren Auf-

reinigung wurde diese in Resuspensionspuffer (0,4 M Mannitol, 10 mM KH2PO4, 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 für 45 Minuten in

einem dreiphasigen Percoll-(Pharmacia, Schweden) Gradienten (14 %, 26 %, 45 % Percoll in

0,4 M Mannitol, 10 mM KH2PO4, 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, daß die Proteinkonzentration ca. 10 mg/ml betrug.

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

Das Pflanzenmaterial wurde in Gewächshäusern kultiviert. Auf Grund ihres geringen Gehal-

tes an Chloroplasten sind die sterilen Wedel der Farne gut für die Isolation von Mitochondrien

geeignet. Die Wedel wurden frisch geerntet, sofort zerkleinert und mit dem ca. doppelten

Volumen Aufschlußpuffer im Küchenmixer homogenisiert. Bei den weiteren Arbeitsschritten

wurde analog zum Protokoll für 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, daß 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 natürlichen Pflanzenbeständen wur-

den verwendet. Die Epidermis dieser wurde abgeschält und die Sproßabschnitte wurden zu ca.

5 cm großen Stücken zerkleinert. Der Aufschluß des Pflanzenmaterials erfolgte mit dem ca.

zehnfachen Volumen Aufschlußpuffer durch Mörsern. Die Aufreinigung der mitochondrialen

Fraktion wurde analog zum Protokoll für die Isolation von Mitochondrien aus Solanum

tuberosum durchgeführt. 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 l Kolben in Polytomella Medium

nach Schlösser (1994) bei 25 °C kultiviert. Nach ca. 4 bis 5 Tagen Wachstum wurden die

Zellen durch Zentrifugation bei 2000 x g für 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-HCl, pH 7,4, resuspendiert. Der Zellaufschluß erfolgte

mittels ‚Dounce-Homogenisator‘. Das resultierende Homogenisat wurde zweimal für 8

Minuten bei 1000 x g zentrifugiert. Die mitochondrialen Fraktion wurde durch Zentrifugation

des Überstandes für 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 für 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 daß 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 Schütteln

bei 100 rpm in mit Erwinia Chrysanthemi (ATCC 8484) bakterisiertem ATCC-Medium 802

kultiviert. Zu Beginn der stationären Wachstumsphase wurden die Kulturen durch Zentri-

fugation bei 5000 x g für 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 Verhältnis 1 : 2,5

im gleichen Puffer resuspendiert. Der Aufschluß 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 kräftig auf- und abgeschüttelt. Die Anreicherung

einer Mitochondrien enthaltenden Fraktion aus dem Lysat erfolgte durch zwei differentielle

Zentrifugationschritte und anschließende 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 Flüssigkulturen eine sich

in der exponentiellen Wachstumsphase befindliche Myzelmasse herangezogen. Dazu wurden

die Flüssigkulturen mit Konidien angeimpft und über Nacht in Schikanen-Erlenmeyerkolben

bei 29 °C und 170 rpm geschüttelt. Als Medium wurde Minimalmedium nach Vogels (1964)

verwendet. Die Hyphen der Übernachtkultur wurden mittels Glasfilternutsche auf Filterpapier

abgesaugt und dreimal mit eiskaltem Wasser gewaschen. Der Zellaufschluß erfolgte durch

Mörsern 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. Über 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, daß 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 Vorläuferproteinen von ihren reifen Formen genutzt sowie zur schnellen

Analyse von Zelllysaten aus Überexpressionsversuchen. Die Acrylamidkonzentrationen

betrugen je nach Anwendung im Sammelgel 4,5 % und im Trenngel 8 %-12 %. Zur Auf-

trennung von maximal 150 µg Gesamtprotein je Spur wurden Protean II Gelapparaturen

(Biorad, USA) mit den Dimensionen 20 x 16 x 0,15 cm verwendet. Die Herstellung der Gel-

lösungen für die diskontinuierliche Gelelektrophorese erfolgte nach Laemmli (1970). Als

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

Tricin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

(nach Schägger & von Jagow, 1987)

Das Gelsystem besitzt vergleichsweise zur Glycin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

bessere Trenneigenschaften für kleine Proteine mit Größen unter 20 kDa. Es eignet sich auf

Grund des Fehlens von Glycin im Laufpuffer als präparatives Gel mit anschließendem 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 Schägger 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 Schägger & von Jagow, 1991 und Schägger 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 durchgeführt. Dieses bindet an die Protein-

komplexe und verleiht ihnen eine negative Nettoladung, ohne die native Struktur zu be-

einflussen. Damit wird es möglich, die Proteinkomplexe entsprechend ihres Molekular-

gewichtes aufzutrennen. Zur Charakterisierung der Untereinheitenkomposition der Komplexe

können denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophoresen als zweite Geldimensionen

durchgeführt 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, anschließend in 75 µl 750 mM ACA, 50 mM Bis-

Tris, 0,5 mM EDTA, pH 7,0, aufgenommen und durch Zugabe von 15 µl 10 % n-Dodecyl-

maltosid solubelisiert. Unlösliche Probenbestandteile wurden durch Zentrifugation bei

15000 x g abgetrennt. Die Zugabe von 15 µl einer 5 % igen Coomassie-Stammlösung in

750 mM ACA erfolgte unmittelbar vor dem Auftragen der Proben.

Bakterielles Zelllysat mit einer Proteinkonzentration von 10 µg/µl wurde nach Farchaus und

Wachtveitl (1993) hergestellt, im Verhältnis 1 : 1 mit 1,5 M ACA, 100 mM Bis-Tris, 1 mM

EDTA, pH 7,0, gemischt und durch Zugabe von 15 µl 10 % n-Dodecylmaltosid solubelisiert.

Die weitere Probenvorbereitung erfolgte analog zur Probenvorbereitung für 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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Färbung von Proteingelen

Die Proteingele wurden je nach Anforderungen an die Färbung mit 0,25 % Coomassie in

45 % Methanol, 10 % Essigsäure gefärbt und mit 35 % Methanol, 7,5 % Essigsäure entfärbt

oder nach Heukeshoven & Dernick (1988) Silber-gefärbt.

Western Blotting

(nach Towbin et al., 1979)

Der Transfer von Proteinen aus Gelen auf geeignete Filterträger erfolgte in einer Naßblot-

Apparatur (Trans Blot Cell, 18 x 24 x 9,5 cm, Elektrodenabstand 8 cm, Biorad, USA).

Abhängig vom geplanten Nachfolgeexperiment wurden Puffer, Filterträger und Blot-

bedingungen gewählt.

Für das Blotten von Proteinen aus präparativen Gelen zur anschließenden Protein-

sequenzierung wurden Polyvinylidendifluorid- (PVDF) Membranfilter (Millipore, USA)

verwendet, die nach Herstellerangaben vorbehandelt wurden. Das Blotten erfolgte bei

500 mA für ca. 15 Stunden in 20 mM Tris-HCl, 0,05 % SDS, 1mM DTT, 20 % Methanol,

pH 8,8 bei 4 °C. Anschließend wurden die Membranfilter in destilliertem Wasser gewaschen,

mit 0,5 % Ponceau-S (Sigma, USA) in 1 % Essigsäure gefärbt und mit destilliertem Wasser

entfärbt. Die auf diese Weise visualisierten Proteinbanden wurden ausgeschnitten und zur

Proteinsequenzierung verwendet.

Erfolgte nach dem Blotten die Identifizierung einzelner Proteinbanden mittels Immunfärbung

wurden Nitrozellulosefilter BA 83 (Schleicher und Schuell, Dassel) verwendet. Als Blotpuffer

kam 20 mM Tris-HCl, 150 mM Glycin, 20 % Methanol zum Einsatz. Das Blotten bei 200 mA

für 6 Stunden war ausreichend für einen nahezu vollständigen Transfer der Proteine.

Immunfärbung

(nach Hsu et al., 1981)

Das zur Anwendung gekommene Verfahren zur Immunodetektion von Proteinen basiert auf

einer über das Biotin-Avidin-System verstärkten Farbreaktion. Unter Nutzung des Vecastain-

ABC-Kit (Vector Inc.,USA) und 0,1 M Tris-HCl, 0,1 % Tween 20, 0,15 M NaCl, pH 7,4 als

Inkubationspuffer wurde wie folgt verfahren: Die Western Blots wurden nacheinander für

jeweils mindestens 2 Stunden mit primärem Antikörper (1:1000 in Inkubationspuffer
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verdünnt) und mit biotinyliertem sekundären Antikörper (1 Tropfen auf 15 ml Inkubations-

puffer) inkubiert. Der darauffolgende Inkubationsschritt mit dem Avidin-Peroxidase-Komplex

(je 1 Tropfen auf 15 ml Inkubationspuffer), dessen Bindung über das Biotin an den

sekundären Antikörper stattfindet, erfolgte für zwei Stunden. Die Entwicklung erfolgte mit

0,1 M Tris-HCl, 0,3 mM NiCl2, 0,03 % H2O2, 1,5 mM DAB (Sigma, USA), pH 7,4, wobei die

Peroxidase eine Reaktion mit H2O2 als Oxidationsmittel katalysiert, in deren Folge DAB zu

einem dunklen Niederschlag oxidiert wird. Nach jedem Inkubationsschritt wurde dreimal 10

Minuten mit Inkubationslösung gewaschen.

Elektroelution von Proteinkomplexen

(nach Schägger, 1995)

In BN-Gelen aufgetrennte Proteinkomplexe können 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) über 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) durchgeführt. Die so auf-

gereinigten Cytochrom c Reduktasen konnten in Prozessierungs-Enzymtests eingesetzt

werden.

Sequenzierung von Proteinen

(nach Lottspeich, 1985)

Die Aminosäuresequenzierung 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) durchgeführt.

3.2 Reinigung der Cytochrom c Reduktase aus Neurospora crassa

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

Das hier angewandte Verfahren nutzt die hohe Bindungsspezifität der Cytochrom c Reduktase

zu ihrem natürlichen Elektronenakzeptor, Cytochrom c, zur Aufreinigung der Cytochrom c

Reduktase mittels Affinitätschromatographie. Diesem ersten Reinigungsschritt wurde eine

Druckfiltration und Gelfiltrationschromatographie nachgeschaltet.
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Affinitätschromatographie

Kovalente Kopplung von Cyrochrom c an CNBr-aktivierte Sepharose

5 g CNBr-aktivierte Sepharose (Pharmacia, Schweden) wurden in 50 ml 1 mM HCl vor-

gequollen und durch Waschen mit 0,1 M NaHCO3 (pH 8,3) von Additiven befreit.

Anschließende Inkubation für 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 NaHCO3, pH 8,3) erfolgte die Kopplungsreaktion

dieser mit 27 mg Cytochrom c für 3 Stunden in Kopplungspuffer. Anschließend 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 Säulenmaterial

wurde mit Waschpuffer (20 mM Tris-Acetat, 0,04 % Triton X100, 0,2 mM PMSF, 5 %

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

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 c zu vermeiden, sind zunächst unzerstörte Mitochondrien bei 5000 x g abzentrifugiert

worden. Die Cytochrom c Reduktase enthaltenden Membranfragmente wurden durch Ultra-

zentrifugation bei 150000 x g für 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

ihnen in Assoziation verbliebene Proteine wurden durch Zentrifugation bei 60000 x g von der

Probe abgetrennt. Der rotbraune Überstand ist direkt auf die Cytochrom c Sepharose-Säule

gegeben worden. Diese wurde mit ca. 3 Säulenvolumen Waschpuffer gewaschen. Die Elution

von gebundenem Protein erfolgte über 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 rötlichen Farbe identifiziert werden.
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Druckfiltration und Gelfiltrationschromatographie

Ca. 10 ml Eluat von der Affinitätssäule 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 Größen über 300 kDa bei etwa gleichbleibender Konzentration von verun-

reinigenden kleineren Proteinen kam.

Das Konzentrat wurde über eine AcA 34 (Serva, Heidelberg) Gelfiltrationssäule (1 cm x

50 cm) weiter aufgereinigt.

3.3 Reinigung überexprimierter ‚His-Tag‘-Proteine

Einige Überexpressionsvektoren enthalten für 6, 8 oder 10 Histidinreste kodierende

Sequenzen (‚His-Tag‘ Sequenzen), welche N-terminal oder C-terminal mit dem Zielprotein

exprimiert werden können. Für die Aufreinigung der Zielproteine wird die Affinität 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-

schüttelt bis eine OD600 von 0,4–1 erreicht wurde. Dann wurde mit 1 mM IPTG induziert und

für weitere 2–3 Stunden geschüttelt.

Aufreinigung unter nicht denaturierenden Bedingungen

Die Aufreinigung der Proteine erfolgte mit ‚His Bind Resin‘ (Novagen, USA) als Säulen-

material in Minisäulen bei einer Säulenbetthöhe von 2,5 cm. Das Säulenmaterial wurde durch

Waschen mit entionisiertem Wasser, 50 mM NiSO4 und Bindungspuffer (5 mM Imidazol,

0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,9) vorbereitet. Parallel dazu wurden die Zellen aus

100 ml induzierter Bakterienkultur für 5 Minuten bei 5000 x g pelletiert und danach in 4 ml

Bindungspuffer resuspendiert. Der Zellaufschluß erfolgte durch 6-10 Impulse Ultraschall für

15 Sekunden, nicht aufgeschlossene Zellen wurden abzentrifugiert und der Zellextrakt wurde

direkt auf die Säule gegeben. Die Säule wurde mit 10 Säulenvolumen Bindungspuffer und 6
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Säulenvolumen Waschpuffer (60 mM Imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,9)

gewaschen. Spezifisch gebundenes Protein wurde im Anschluß mit 6 Volumen 1 M Imidazol,

0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, 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 Säule coeluiert werden.

Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen

Die Vorbereitung der Säule und die Induktion der Zellkultur erfolgte wie für die Aufreinigung

unter nicht denaturierenden Bedingungen beschrieben, jedoch enthielten die verwendeten

Puffer zusätzlich 6 M Urea zur Solubelisierung von Proteinen.

Das bakterielle Zellpellet wurde in 40 ml Bindungspuffer aufgenommen und die Zellen

wurden durch Ultraschallbehandlung lysiert. Unlösliche Zellbruchstücke 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-

stündiger Inkubation auf Eis wurde unlösliches Material abzentrifugiert. Der Überstand wurde

direkt auf die vorbereitete Säule 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 NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,9.

3.4 Prozessierungs-Enzymtests

Zur Bestimmung der Prozessierungsaktivität wurden die daraufhin zu untersuchenden

Proteine bzw. mitochondrialen Fraktionen mit radioaktiv markierten Vorläuferproteinen der

β-Untereinheit der ATP-Synthase von Nicotiana tabacum und Saccharomyces cerevisiae

sowie dem FeS-Protein von Solanum tuberosum inkubiert. Die Synthese der Vorläufer-

proteine erfolgte aus den entsprechenden Plasmiden in Gegenwart von L-[35S] 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 µl mit 88 µl Prozessierungspuffer

(22 mM Tris-HCl, 25 mM NaCl, 0,6 % Triton X-100, 1 mM PMSF, 300 µM ZnCl2), 1-4 µl

radioaktiv markiertem Vorläuferprotein und ca. 2 µg gereinigtem Protein bzw. 100 µg
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Gesamtprotein durchgeführt. 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 Prozessierungsaktivität gezeigt worden. Die

Prozessierungsprodukte wurden über Glycin-SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und durch

Auflegen eines Autoradiographiefilmes detektiert.

4. Molekularbiologische Methoden

4.1 Grundtechniken zur Analyse von Nukleinsäuren

Enzymatische Modifikationen von DNA wie Restriktionsverdaue, Dephosphorylierung

linearisierter Plasmid-DNA und Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisierter Vektor-

DNA sowie Techniken wie Phenolextraktion, Ethanolfällung etc. und die Auftrennung von

Nukleinsäuren in Agarosegelen wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgeführt. 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-Stämme 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 Ω und 25 µF durchgeführt. 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 Sphäroplasten und die Transformation erfolgten nach

Vollmer und Yanofsky (1986). Dazu wurden zunächst 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 µg DNA

mit 2 µl 50 mM Spermidin und 5 µl Heparin (5 mg/ml) gemischt, 20 Minuten auf Eis gelagert

und danach mit 100 µl Sphäroplasten weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde der

Ansatz mit 1 ml einer 40 % PEG 4000-Lösung versetzt und für 20 Minuten bei Raum-

temperatur belassen. 250 µl des Transformationsansatzes wurden mit 10 ml eines Topagars

gemischt und sofort auf Bottomagarplatten ausgegossen. Das Sorbose- und Sorbitol-haltige

Medium in Top- und Bottomagar führt 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 µg/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 µg/ml Phosphinothricin enthaltendes N-freies Minimalmedium nach Vogels (1964))

übertragen.

Über einkernige Mikrokonidien wurden aus den so erhaltenen primären Transformanten

homokaryotische Stämme isoliert. Dazu wurden die Transformanten auf SC-Medium,

supplementiert mit 1 mM Iodoacetat, überimpft (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 µm Porenweite filtriert. 100 µl des

Filtrats wurden erneut auf 200 µg/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 überprüft.
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4.4 Polymerasekettenreaktion

In Abhängigkeit von der Primersequenz und der Länge des zu amplifizierenden Fragments

wurden bei der PCR-Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten Bedingungen

innerhalb der im folgenden angegebenen Bereiche gewählt: Denaturierung für 5 Minuten bei

94 °C; danach 30–40 Zyklen Denaturierung für 1 Minute bei 94 °C, Annealing für 1 Minute

bei Temperaturen von 2–5 °C unter dem Schmelzpunkt (berechnet nach der G/C-Regel) von

Primern und Template-DNA und Extension für 1–2 Minuten bei 72 °C. Die Reaktion wurde

in 100 µl 1 x PCR-Puffer durchgeführt. Der Reaktionsansatz enthielt 2,5 Units Taq- bzw. Pfu-

Polymerase, 250 µM dNTPs, je 0,2 µM 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 Schüttelkolben kultiviert. Die

genomische DNA wurde nach der Methode von Lee et al. (1988) aus dem Myzel dieser

Schüttelkulturen isoliert, mit Restriktionsenzymen restringiert und in Agarosegelen auf-

getrennt (ca. 10 µg DNA). Der Transfer der DNA auf Trägermembranen 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 für die Southern Blot

Analyse aus Schüttelkulturen von N. crassa homogenes Myzel gewonnen. Die Gesamt-RNA-

Präparation erfolgte aus in flüssigem Stickstoff gemörsertem Myzel nach der Methode von

Sokolowsky et al. (1990).
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Ca. 40 µg Gesamt-RNA wurden nach Sambrook et al. (1989) in denaturierenden

Formaldehyd-Agarose-Gelen aufgetrennt und im Elektroblotverfahren auf Nylonmembranen

(Hybond N, Amersham, Großbritannien) unter Verwendung einer Naßblotkammer (Trans

Blot Cell, 18 x 24 x 9,5 cm, Elektrodenabstand 8 cm, Biorad, USA) übertragen. Der Blot

erfolgte in 25 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 für 2 Stunden bei 500 mA.

Die Herstellung einer [32P]-markierten Sonde erfolgte in einer linearen PCR unter Ver-

wendung nur eines Primers nach Stürzl & Roth (1990). Die Prähybridisierung und Hybridi-

sierung wurde nach Sambrook et al. (1989) bei 65°C durchgeführt. Anschließend 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 repräsentiert, wurde von Orbach, Sachs und Yanofsky (1990) mittels Lambda

Zap Version I+ System konstruiert und von Frau Dr. I. B. Barthelmess zur Verfügung 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, Großbritannien) übertragen.

Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit 5 x SSC, 0,1 % N-Lauryl-

sarcosin, 0,02 % SDS, 1 % Blockierungs-Lösung (Boehringer Mannheim, Mannheim)

abgesättigt. 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 über Nacht.

Anschließende Waschschritte mit 2 x SSC bzw. 0,5 x SSC, 0,1 % SDS je 2 mal für 5 bzw. 15

Minuten wurden bei Hybridisierungstemperatur durchgeführt. 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 ExAssistTM/SOLRTM 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 Präparation von hochmolekularer DNA erfolgte nach Murray

und Thompson (1980) aus 250 ml Standkulturen. Zur Konstruktion einer genomischen DNA-

Bank unter Verwendung des ‚Predigest ZAP ExpressTM BamHI/CIAP Vector Cloning Kit‘

(Stratagene, Heidelberg) wurde die hochmolekulare DNA mit dem Restriktionsenzym Sau3A

partiell zu Fragmenten mit einer Größe 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 durchgeführt.

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 durchgeführt. Verfahren wurde bei der

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

5.1 Identifikation von Nukleotid- und Aminosäuresequenzen

Zur Identifikation von Nukleotid- und Aminosäuresequenzen wurden mit Programmen des

GCG-Software-Paketes (Devereux et al., 1984) die Datenbanken des European

Bioinformatics Intstitute (EBI, Hinxton, UK) und die Datenbanken „Genbank“ (NCBI,

Bethesda, USA) sowie „DNA Data Bank of Japan“ (DDBJ, Mishima, Japan) durchsucht.

Außerdem wurden unter Nutzung des Service des „Institute for Genomic Research“

Datenbanken von Sequenzierprojekten durchsucht. Die zur Anwendung gekommenen

Programme waren FASTA, TFASTA und BLAST.

FASTA sucht nach Ähnlichkeiten 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 Aminosäuresequenz Nukleinsäuresequenzen ab und

sucht unter Nutzung des selben Algorithmus wie FASTA nach Ähnlichkeiten dieser

Sequenzen zu einer beliebigen Gruppe von Nukleinsäuresequenzen. 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)

überarbeiteten progressiven, multiplen Alignment-Methode.

5.3 Bestimmung von Abstammungsverhältnissen

Zur Bestimmung von Abstammungsverhältnissen wurden ausgewählte Phylogenie-Pro-

gramme des Phylip-Softwarepaketes genutzt.

Mit Hilfe des Programmes SEQBOOT wurden zunächst mit der BOOTSTRAP-Methode

(Felsenstein, 1985) aus einem vorgegebenen Datensatz 100 verschiedene Datensätze, die
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durch einen zufälligen Austausch einer von der Datengröße abhängigen Anzahl von

Aminosäuren entstehen, mit 17 unterschiedlichen Sequenzreihenfolgen gebildet.

Danach wurden mit dem Programm PROTDIST Distanz-Matrizen unter Anwendung der

Dayhoff PAM-Methode zur Bewertung der Aminosäureaustausche berechnet. Bei dieser

Methode wird die Wahrscheinlichkeit eines Wechsels von einer Aminosäure in eine andere

Aminosäure in Form von Einheiten eingestuft. Eine Einheit entspricht der Austausch-

wahrscheinlichkeit von 1 %. Die Matrix wird mit Hilfe der Einheiten für die Austausch-

wahrscheinlichkeiten der verschiedenen Aminosäuren berechnet.

Mittels des Programmes NEIGHBOR wurden unter Anwendung der UPGMA-Methode aus

den Distanz-Matrizen Stammbäume erstellt. Die UPGMA-Methode geht davon aus, daß die

Evolutionsrate der untersuchten Moleküle relativ konstant ist.

CONSENSUS wurde genutzt um einen Stammbaum nach der M1-Methode (Margush &

McMorris, 1981) zu bilden, der mit allen errechneten Stammbäumen (100) am besten

übereinstimmt. 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 Hydrophobizitätsprofilen 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-

aktivität von Cytochrom c Reduktasen ausgewählter Eukaryoten

Die Bindung der beiden Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease an die

Cytochrom c Reduktase ist ein ursprünglicher Zustand innerhalb der Co-Evolution der beiden

Enzyme (Braun & Schmitz, 1995b; Braun et al., 1997). Dieser ursprüngliche Zustand ist in

den Cytochrom c Reduktasen von Pflanzen konserviert. Um die Thesen zu überprüfen, 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) ausgewählt, um aus ihnen die Cytochrom c Reduktasen zu isolieren

und hinsichtlich ihrer Prozessierungsproteaseaktivitäten 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 für 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 leistungsfähige Methode zur Charakterisierung von membrangebundenen

Proteinkomplexen (Schägger & von Jagow, 1991). Hierbei werden die Proteinkomplexe unter

milden Bedingungen mit nicht-ionischen Detegenzien solubelisiert und anschließend in Ge-

genwart von Coomassie Blau nativ im elektrischen Feld aufgetrennt. Coomassie Blau bindet

an die Proteinkomplexe, verleiht ihnen 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 chloroplastidäre Verunreinigungen

wird häufig etioliertes Gewebe zum Beispiel aus Knollen oder etiolierten Keimlingen ver-

wendet. Die meisten biochemischen Untersuchungen an Pflanzenmitochondrien wurden

deshalb an Organellen aus diesen Geweben durchgeführt.

Solche Gewebe sind allerdings aus niederen Pflanzen nicht verfügbar. Als Ausgangsmaterial

zur Isolation von Mitochondrien aus niederen Pflanzen dienten deshalb die sterilen Hüllwedel

des Geweihfarns P. bifurcatum, welche im Gehalt an Chloroplasten stark reduziert sind sowie

etiolierte unterirdische Sproßteile des Ackerschachtelhalms E. arvense. Außerdem wurde die

chloroplastenfreie, zu den Chlorophyta zählende 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 ausführlich im Methodenteil beschrieben. Für die Isolation von Mito-

chondrien aus Polytomella spp. wurden bereits existierende Protokolle angepaßt.

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 c Reduktase-Komplex identifiziert werden (Abb. 5).

Nach zweidimensionaler Auftrennung von mitochondrialem Gesamtprotein von P. bifurcatum

wurden die F0F1-ATP-Synthase und die Cytochrom c Reduktase auf Grund ihrer Unter-

einheitenkomposition erkannt (Abb. 6). Der Cytochrom c 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-gefärbtes Gel. B: Schema des Gels. Die molekularen Massen

von Standardproteinen sind rechts in kDa angegeben. CR, Cytochrom c 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-gefärbtes Gel. B: Schema des Gels. Die molekularen Massen von

Standardproteinen sind rechts in kDa angegeben. CR, Cytochrom c Reduktase; Cyt, Cytochrom; FeS, Eisen-

Schwefel-Protein; SU, Subunit; F0F1, F0F1-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 c Reduktase durch

Vergleich der Anzahl und Größe der Untereinheiten identifiziert (Abb. 7). In Blau-Nativen

ersten Geldimensionen konnte dem Cytochrom c Reduktase-Komplex eine 500 kDa Bande

zugeordnet werden (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 7: Zweidimensionale Auftrennung von mitochondrialen Proteinkomplexen aus E. arvense durch BN-

PAGE und Tricin-SDS-PAGE. A: Silber-gefärbtes Gel. B: Schema des Gels. Die molekularen Massen von

Standardproteinen sind rechts in kDa angegeben. CR, Cytochrom c 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 ursprüngliche

Merkmale (Lang et al., 1997; Gray et al., 1999). Der Organismus selbst gehört zu einer Proto-

zoengruppe, die sehr früh in der Evolution von den Haupteukaryotenlinien abgezweigt ist

(Gray et al., 1998). Damit ist R. americana ein geeigneter Modellorganismus für evolutions-

biologische Untersuchungen an mitochondrialen Proteinkomplexen der Atmungskette auf

molekularer Ebene. Die Charakterisierung der Cytochrom c Reduktase dieses Organismus

kann Einblicke in den Zustand zu Beginn der Co-Evolution von mitochondrialer Prozessie-

rungsprotease und Cytochrom c Reduktase geben.

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

F0F1 und CR beschriftete Pfeil weist auf Proteinkomplexe, bei denen es sich möglicherweise um die F0F1-ATP-

Synthase und die Cytochrom c Reduktase handelt, welche vermutlich im BN-Gel durch eine gemeinsame Bande

repräsentiert werden.
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Jedoch führten Versuche zur Aufreinigung von Mitochondrien aus Reclinomonas americana

nach einem modifizierten Protokoll von Lang et al. (1977) nur zu geringen Ausbeuten mit

schwankender Qualität. Nach zweidimensionaler Auftrennung der isolierten mitochondrialen

Fraktionen durch BN-PAGE und Tricine-SDS-PAGE waren deshalb je nach Qualität der

Mitochondrienpräparation 3 bis 5 unterschiedliche Proteinkomplexe nur sehr schwach er-

kennbar, deren zweifelsfreie Identifizierung bisher noch nicht möglich war. Allerdings läßt

das aus einer Bande im BN-Gel resultierende Proteinmuster nach Auftrennung der Protein-

komplexe in der zweiten Geldimension vermuten, daß die F0F1-ATP-Synthase und die Cyto-

chrom c Reduktase in der ersten Geldimension durch eine gemeinsame Bande repräsentiert

werden und sich deren Untereinheiten in der zweiten Geldimension teilweise überlagern

(Abb. 8).

1.2 Aufreinigung der Cytochrom c 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 Verfügung.

Ein klassisches biochemisches Reinigungsverfahren zur Isolation der Cytochrom c Redukta-

sen konnte nicht angewandt werden. Die Reinigung der Cytochrom c Reduktasen aus P.

bifurcatum, E. arvense, Polytomella spp. und als Kontrolle aus S. tuberosum erfolgte deshalb

über ein auf BN-PAGE und Elektroelution basierendes Verfahren. Dazu wurden die als Ban-

den in Blau-Nativen Gelen sichtbaren Cytochrom c Reduktase-Komplexe der vier Organis-

men aus mehreren Banden der Gele ausgeschnitten und elektroeluiert. Die Qualität der erhal-

tenen Fraktionen wurde durch Tricine-SDS-PAGE und anschließende Silberfärbung überprüft

(Abb. 11).

1.3 Identifizierung von Untereinheiten der aufgereinigten Cytochrom c Reduktasen

Immunologische Identifizierung von Untereinheiten der Cytochrom c Reduktasen

Gereinigte Cytochrom c Reduktasen aus P. bifurcatum, E. arvense, Polytomella spp. und als

Kontrolle aus S. tuberosum wurden über Tricin-SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose-

membranen übertragen und mit Antikörpern, 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 Antikörper 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 repräsentieren 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 c Reduktase von S. tuberosum.
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Abbildung 9: Immunologische Identi-

fizierung der Core I-Proteine und

Eisen-Schwefel-Proteine der Cyto-

chrom c Reduktase-Komplexe von S.

tuberosum (St), P. bifurcatum (Pb), E.

arvense (Ea) und Polytomella spp.

(Ps). Die aufgereinigten Cytochrom c

Reduktase-Komplexe wurden durch

Tricine-SDS-PAGE aufgetrennt, an-

schließend auf Nitrozellulosemembra-

nen geblottet und mit Antikörpern, die

gegen das Core I von Neurospora

crassa (A) und gegen das Eisen-

Schwefel-Protein von Neurospora

crassa (B) gerichtet sind, inkubiert.

Die molekularen Massen von Stan-

dardproteinen sind links neben dem

Blot angegeben.
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Identifizierung von Untereinheiten der Cytochrom c Reduktasen durch Bestimmung von

Primärstrukturen

Die Identifizierung einzelner Untereinheiten der Cytochrom c Reduktasen durch Bestimmung

der Primärstruktur sollte zweifelsfrei die Identität der aufgereinigten Komplexe bestätigen

bzw. Aussagen über die strukturelle Intaktheit der gereinigten Komplexe zulassen. Dazu wur-

den die Cytochrom c Reduktasen über präparative Tricin-SDS-PAGE in ihre Untereinheiten

zerlegt und auf PVDF-Membranen transferiert. Einzelne Ponceau S gefärbte Banden wurden

ausgeschnitten und zur direkten N-terminalen Proteinsequenzierung verwendet.

Organismus apparentes Molekular-

gewicht

N-terminale Sequenzen Identität

P. bifurcatum 30 kDa DEAEEXLXA Cytochrom c1

E. arvense 32 kDa DEAEHSLAA Cytochrom c1

P. bifurcatum 26 kDa DTEVALQPSDDPTVA FeS-Protein

E. arvense 26 kDa STNAVTQSLDXAV FeS-Protein

E. arvense   8 kDa GKVAVRLKEVVYTLSPHQQN QCR8-Protein

Tabelle 5: N-terminale Sequenzen von Untereinheiten der Cytochrom c Reduktasen von P. bifurcatum und E.

arvense. Die Aminosäuresequenzen sind im Einbuchstaben-Kode angegeben. X steht für Aminosäuren, die nicht

eindeutig bestimmt werden konnten.

Für 5 Untereinheiten der beiden Cytochrom c Reduktase-Komplexe ließen sich die Identitäten

anhand der ermittelten N-terminalen Aminosäuresequenzen bestimmen.

Die N-terminale Sequenz der 30 kDa Untereinheit der Cytochrom c Reduktase von P.

bifurcatum weist eine signifikante Sequenzidentität zum reifen Cytochrom c1 verschiedener

Organismen auf (Abb. 10A). Bei dem 26 kDa Protein dieses Cytochrom c 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 Ähnlichkeit

zum N-Terminus der Eisen-Schwefel-Proteine von anderen Organismen (Abb. 10B). Dieses

Ergebnis war auf Grund der allgemein geringen Identitäten 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 c Reduktase von E. arvense wurde auf Grund der

hohen Sequenzähnlichkeit zum Cytochrom c1 anderer Organismen als Cytochrom c1 identifi-
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ziert (Abb. 10A). Der N-Terminus des bereits durch Immunfärbung nachgewiesenen Eisen-

Schwefel-Proteins von E. arvense weist eine relativ geringe Sequenzidentität zum Eisen-

Schwefel-Protein anderer Organismen auf (Abb.10B). Die Aminosäuresequenz der ersten 20

N-terminalen Aminosäuren einer der kleinen Untereinheiten der Cytochrom c Reduktase von

E. arvense besitzt hohe Sequenzidentität zum N-Terminus des qcr8-Genproduktes von

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

Abbildung 10: Alignments der N-terminalen Aminosäuresequenzen: (A) des Cytochrom c1 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

QCR8-Proteins von E. arvense (P81247), S. tuberosum (P46269), B. taurus (P13271) und S. pombe (P50523).

Aminosäuren, die in mindestens der Hälfte der aufgeführten Eiweiße konserviert sind, sind grau unterlegt.

1.4 Stöchiometrie und Untereinheitenkomposition der aufgereinigten Cytochrom c

Reduktasen

Die Cytochrom c Reduktase aus Solanum tuberosum

Die Cytochrom c Reduktase aus Solanum tuberosum ist ein gut charakterisierter Protein-

komplex und wurde als Kontrollenzym isoliert und analysiert (Braun & Schmitz, 1992; Braun

& Schmitz, 1995c; Jänsch et al., 1996). Die kalkulierte molekulare Masse des dimeren Cyto-

chrom c Reduktase-Komplexes aus Kartoffel beträgt 495 kDa. In BN-Gelen weist er ein appa-

rentes Molekulargewicht von 480 kDa auf (Jänsch et al., 1995).

P. bifurcatum DEAEEXLXA

E. arvense DEAEHSLAA

S. tuberosum DEAEHGLEC

N. crassa TPAEEGLHA

S. cerevisiae TAAEHGLHA

K. lactis TAAEHGLHA

A

P. bifurcatum DTE-VALQPSDDPTVA

E. arvense STNAVT-QSLDXAN

S. tuberosum SSNSVSPAHQLGLVSD

Z. mays STETVVPRNQDAGLAD

B

E. arvense 1  GKVAVRLKEVVYTLSPHQQN 20

S. tuberosum 2  GKQPVKLKAVVYAISPFQQK 21

B. taurus 6  GHLTRVRHVITYSLSPFEQR 25

S. pombe 17 LGGPKQKGIITYSLSPFQQR 36

C
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Nach Auftrennung der über BN-PAGE und Elektroelution aufgereinigten Cytochrom c

Reduktase aus Solanum tuberosum im Tricin-SDS-Gel und anschließender Silberfärbung sind

10 Untereinheiten erkennbar (Abb. 11): Das Core I (apparente molekulare Masse: 56 kDa),

das Core II (52 kDa), Cytochrom b (35 kDa), Cytochrom c1 (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 c Reduktase-Komplexes von P. bifurcatum

liegt in Blau-Nativen Gelen bei 500 kDa (Daten nicht gezeigt). Da ähnliche Größen unter

gleichen Versuchsbedingungen auch für die intakten dimeren Cytochrom c Reduktasen von

Hefe, Rind und Kartoffel beschrieben wurden, kann davon ausgegangen werden, daß auch die

Cytochrom c Reduktase von P. bifurcatum als Dimer vorliegt (Schägger et al., 1994; Jänsch et

al., 1995).

Eine Analyse des gereinigten Komplexes in Tricin-SDS-Gelen ergab 15 Banden (Abb. 11).

Durch Immunfärbung und N-terminale Sequenzierung sowie durch Vergleich der aufge-

trennten Banden mit den in zweiten Geldimensionen erkennbaren Untereinheiten der Protein-

komplexe wurde deutlich, daß der aufgereinigte Cytochrom c Reduktase-Komplex durch

einige Untereinheiten der F0F1-ATP-Synthase verunreinigt ist. Diese läuft in Blau-Nativen

Gelen auf fast identischer Höhe mit der Cytochrom c Reduktase.

In Tricin-SDS-Gelen liegt das apparente Molekulargewicht des Core I-Protein bei 53 kDa.

Auf nahezu identischer Höhe ist die Bande für das Core II. Dies geht aus Silber-gefärbten

Gelen hervor, in denen die 53 kDa-Bande als Doppelbande sichtbar ist. Der obere Banden-

bereich besitzt eine für Core II-Banden in Silbergelen typische braune Farbe, wohingegen der

untere Bandenbereich, wie für Core I-Banden typisch, rotbraun ist.

Die apparenten molekularen Massen von Cytochrom c1 und dem Eisen-Schwefel-Protein

liegen, wie durch Immunfärbung und N-terminale Sequenzierung der Untereinheiten gezeigt

werden konnte, bei 30 kDa bzw. 26 kDa. Neben einem 14 kDa großen 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, daß es im aufgereinigten Cytochrom c Reduktase-Komplexe fehlt

(Bechmann et al., 1992; Iwata et al., 1998). Für das Vorhandensein von Cytochrom b spricht

außerdem, daß der isolierte Komplex als intaktes Dimer vorzuliegen scheint. Das Phänomen,
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daß Cytochrom b, möglicherweise auf Grund seiner starken Hydrophobizität, nur als sehr

diffuse Bande in Gelen visualisiert werden kann, wurde zudem bereits für 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) können 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 Färbung in

Silber-gefärbten Gelen zu erkennen (Core II: braun, Core I: rotbraun). Die drei respira-

torischen Untereinheiten Cytochrom b, Cytochrom c1 und das Eisen-Schwefel-Protein

werden, wie durch Immunfärbung und N-terminale Sequenzierung gezeigt wurde, durch die

Banden bei 36 kDa, 32 kDa und 26 kDa repräsentiert. 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 qcr8-Genprodukt von Hefe identifi-

ziert.

Die Cytochrom c Reduktase von Polytomella spp.

In hoch reiner Form wurde auch die Cytochrom c Reduktase von Polytomella spp. isoliert. In

Silber-gefärbten Tricin-SDS-Gelen wurden neun verschiedene Untereinheiten visualisiert

(Abb. 11). Core I wird durch eine Bande bei 53 kDa repräsentiert. Das apparente Molekular-

gewicht von Core II liegt bei 49 kDa. Die 32 kDa Banden entsprechen Cytochrom b und

Cytochrom c1, wobei Cytochrom b eine relativ diffuse Bande wenig oberhalb der Cytochrom

c1-Bande bildet. Als Banden in Tricin-SDS-Gelen wurden außerdem die 14 kDa Untereinheit

und drei weitere Untereinheiten unter 12 kDa visualisiert. Die Untereinheitenkomposition der

Cytochrom c 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 Immunfärbung. Gutiérrez-Cirlos et al. (1994) haben eine

weitere Untereinheit mit einem apparenten Molekulargewicht unter 12 kDa beschrieben.

Abbildung 11: Tricine-SDS-PAGE der Cytochrom c 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 über BN-PAGE und Elektroelution isoliert. Das Gel wurde Silber-gefärbt. Ein Schema des Gels ist

rechts gezeigt (B). Die Molekulargewichte von Standardproteinen sind in kDa in der Mitte angegeben. C1,

Core I; C2, Core II; Cb, Cytochrom b; Cc1, Cytochrom c1; FeS, Eisen-Schwefel-Protein; QCR8, zum qcr8 Gen-

produkt von Hefe homologes Protein. Die Zahlen repräsentieren kleine Untereinheiten und ihre kalkulierten

Molekulargewichte in kDa. ? steht für nicht eindeutig identifizierbare Untereinheiten. Die im Schema grau

wiedergegebenen Banden kennzeichnen Kontaminationen der Cytochrom c Reduktasen. Die 8 kDa Untereinheit

der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel erscheint in diesem Gel aus unbekannten Gründen als Doppelbande.

1.5 Die Prozessierungsaktivitäten der gereinigten Cytochrom c Reduktasen

Die Cytochrom c Reduktase von S. tuberosum ist eine hochaktive Prozessierungsprotease

(Braun et al., 1992).

Um zu überprüfen, ob die gereinigten Cytochrom c Reduktasen von P. bifurcatum, E. arvense

und Polytomella spp. ebenfalls eine spezifische Prozessierungaktivität besitzen, wurden in

vitro Prozessierungsenzymtests durchgeführt. Als Substrate dienten zwei mitochondriale

Vorläuferproteine, die in Gegenwart von 35S-Methionin synthetisiert wurden: die β-Unterein-

heit des ATP-Synthase-Komplex von Nicotiana tabacum und das FeS-Protein von Solanum
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 tuberosum. Beide Vorläuferproteine werden durch die Cytochrom c Reduktase von Solanum

tuberosum in ihre reifen Formen umgesetzt. Die Cytochrom c Reduktase/Prozessierungspro-

tease von Kartoffel ist eine Metallopeptidase, die durch Zusatz des Metall-Chelators EDTA

gehemmt wird (Abb. 12, Spuren 2). Für die Cytochrom c Reduktasen aus P. bifurcatum und

E. arvense konnte nachgewiesen werden, daß sie ebenfalls in der Lage sind, die beiden mito-

chondrialen Vorläuferproteine in ihre reifen Formen umzusetzen. Die Hemmbarkeit der Re-

aktionen durch Zugabe von EDTA verdeutlicht, daß es sich hierbei um spezifische Reaktio-

nen von Metallopeptidasen handelt (Abb. 12, Spuren 3-6). Die Cytochrom c Reduktase von

Polytomella spp. besitzt keine meßbare Prozessierungsaktivität (Abb.12, Spur 7).

Daraus kann geschlußfolgert werden, daß die Untereinheiten der mitochondrialen Prozessie-

rungsproteasen von P. bifurcatum und E. arvense ebenso wie diejenigen von bisher daraufhin

untersuchten höheren Pflanzen als Core-Proteine in die Cytochrom c 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, 1995c). Die Untereinheiten der Prozessie-

rungsprotease von Polytomella spp. hingegen sind entweder beide nicht oder nur eine der

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

Abbildung 12: Die Prozessierungsaktivität der isolierten Cytochrom c Reduktasen von S. tuberosum (St), P.

bifurcatum (Pb), E. arvense (Ea) und Polytomella spp. (Ps). Das Vorläuferprotein der β-Untereinheit des F1-

Teils der ATP-Synthase von Nicotiana tabacum (A) und das Vorläuferprotein des FeS-Proteins von S.

tuberosum (B) wurden in vitro in Gegenwart von 35S-Methionin synthetisiert und mit den isolierten Cytochrom c

Reduktasen mit oder ohne Zusatz von EDTA inkubiert. Die radioaktiv markierten Proteine wurden anschließend

über SDS-PAGE aufgetrennt und danach durch Fluorographie sichtbar gemacht. K, Kontrolle; p, Precursor oder

Vorläuferprotein; m, reife Form des Proteins.
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2. Untersuchungen zur Co-Evolution der Cytochrom c Reduktase und der mitochon-

drialen Prozessierungsprotease am Modellorganismus Neurospora crassa

Wenn die Core-Proteine der Cytochrom c Reduktase evolutionäre Relikte der Untereinheiten

der mitochondrialen Prozessierungsprotease sind und es möglich ist, die für die Prozessie-

rungsaktivität erforderlichen strukturellen Eigenschaften wieder in die nicht aktiven Core-

Proteine zu integrieren, sollten die Prozessierungsaktivitäten der Cytochrom c Reduktasen

von Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae oder Säugern rekonstituierbar sein. Aus-

gehend von dieser Hypothese wurde versucht, Neurospora crassa-Transformanten mit zur

Prozessierung fähigen Cytochrom c Reduktasen zu erzeugen. Dieser von der Isolation und

gezielten Veränderung der core II-cDNA von Neurospora crassa ausgehende Versuch wird

im folgenden Kapitel beschrieben. Außerdem wurde in vitro überprüft, ob das Core II-Protein

und das veränderte Core II in Lösung Dimere mit der β-MPP-Untereinheit der mitochon-

drialen Prozessierungsprotease bilden.

2.1 Isolation der cDNA des core II aus Neurospora crassa

Zur Isolation der cDNA des core II 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 repräsentiert, 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 II (K W V E P F F K) abgeleitet.

Das Screening der cDNA-Bank führte 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 Größe 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 Insertgröße von 1801 bp (Abb. 13). Der offene

Leserahmen mit einer Größe 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 Aminosäuresequenz hat eine

Länge von 454 Aminosäureresten. Der Vergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenz mit der

bereits bekannten Aminosäuresequenz am N-Terminus des reifen Core II und mit einer durch
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direkte Sequenzierung ermittelten Peptidsequenz des Core II bestätigt, daß der isolierte

cDNA-Klon die mRNA für das Core II von Neurospora crassa repräsentiert. Auf Grund der

vorliegenden Daten kann davon ausgegangen werden, daß der isolierte cDNA-Klon vollstän-

dig ist. Das aus der Aminosäuresequenz kalkulierte Molekulargewicht des Core II beträgt

46939 Da, das kalkulierte Molekulargewicht des nativen Proteins beträgt 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  A  L  L  R  G  S  Q  L  A  L  R  R  P  A  A  A  K  T  A   24

        CAGCGCGGCTTTGCTGCTGCTGCTGCTTCTCCCGCGGCGTCATACGAACCCACCACCATC 240
        Q  R  G  F  A  A  A  A  A  S  P  A  A  S  Y  E  P  T  T  I   44

        GCCGGCGTCAAGGTTGCCTCGCGCGACGACTCCGGCCCGACCACCCGCCTCGCCGGCGTC 300
        A  G  V  K  V  A  S  R  D  D  S  G  P  T  T  R  L  A  G  V   64

        GCAAAGGCCGGTACCCGTTACGAGCCCCTTGCCGGTCTGACCGTCGGTCTGGAGGAGTTT 360
        A  K  A  G  T  R  Y  E  P  L  A  G  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  Q  L  Q  A  Y  H  T  R  E  A  V  V  L  Q  A  S  F  L   124

        CGCGAGGACCTCCCCTACTTCACCGAGCTCCTTGCCGAGGTCATCTCTGAGACCAAGTAC 540
        R  E  D  L  P  Y  F  T  E  L  L  A  E  V  I  S  E  T  K  Y   144

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

        GACTCTGCCGCCATCGCCCTCGATGCCGCCCACAACGTCGCCTTCCACAGCGGCCTCGGT 660
        D  S  A  A  I  A  L  D  A  A  H  N  V  A  F  H  S  G  L  G   184

        TCTCCCCTCTACCCTACCGTCGACACCCCTACCTCGTCCTACCTCAACGAGAACTCGGTC 720
        S  P  L  Y  P  T  V  D  T  P  T  S  S  Y  L  N  E  N  S  V   204

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

        AGCCAGGCCGGTCTCGAGAAGTGGGTTGAGCCCTTCTTCAAGGGTGTTCCCGCCACCAGC 840
        S  Q  A  G  L  E  K  W  V  E  P  F  F  K  G  V  P  A  T  S   244

        TCCGGCAACCTGAACACTGCCGCCTCCAAGTACTTTGGTGGTGAGCAGCGCGTTGCCAAG 900
        S  G  N  L  N  T  A  A  S  K  Y  F  G  G  E  Q  R  V  A  K   264

        AACGGCAAGAACGCCATCGTCATTGCCTTCCCCGGTGCTTCCCTTGGCGTCCCCCACCCC 960
        N  G  K  N  A  I  V  I  A  F  P  G  A  S  L  G  V  P  H  P   284
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        GAGACTTCCGTCCTCGTCGGTCTCCTCGGCGGTGTCTCCAACATCAAGTGGTCCCCCGGT 1020
        E  T  S  V  L  V  G  L  L  G  G  V  S  N  I  K  W  S  P  G   304

        TTCAGCCTCCTCGCCAAGGCCACCGCCGCCAACCCCGGCGCCGAGGCCTTTGCTCACAAC 1080
        F  S  L  L  A  K  A  T  A  A  N  P  G  A  E  A  F  A  H  N   324

        TACGCCTACTCCGATGCTGGTCTCCTCGCCATCCAGATCACCGGCAAGGGTGCCGCCGTC 1140
        Y  A  Y  S  D  A  G  L  L  A  I  Q  I  T  G  K  G  A  A  V   344

        GGCAAGGTCGCCGTCGAGGCCGTCAAGGGTCTCAAGGCCATCGCTGCCGGTGGTGTCTCC 1200
        G  K  V  A  V  E  A  V  K  G  L  K  A  I  A  A  G  G  V  S   364

        AAGGAGGACCTCACCAAGGCTATCGCCAAGGCCAAGTTCAACCTCCTCTCCGCCAGCGAG 1260
        K  E  D  L  T  K  A  I  A  K  A  K  F  N  L  L  S  A  S  E   384

        GTTTCCGGCACTGGCCTCGTCCACGCCGGTGCCAACCTTCTTGCCGGTGGCAAGCCCATC 1320
        V  S  G  T  G  L  V  H  A  G  A  N  L  L  A  G  G  K  P  I   404

        CAGGTTGCCGAGACCCTCAAGGCTCTTGAGGGCGTTACCGCTGAGAAGCTCCAGGCTGCT 1380
        Q  V  A  E  T  L  K  A  L  E  G  V  T  A  E  K  L  Q  A  A   424

        GCCAAGAAGCTCCTTGAGGGCAAGGCTTCCGTTTCCGCCGTCGGTGACCTCCACGTCCTT 1440
        A  K  K  L  L  E  G  K  A  S  V  S  A  V  G  D  L  H  V  L   444

        CCCTATGCTGAGGATCTCGGTCTCAAGGTATAGACGTAGACTAGACTTTGGGGGCGCAGA 1500
        P  Y  A  E  D  L  G  L  K  V  * 454

        GCGGGTTGTGCAATTCGTAGTTAATTGAAAGAGGAAATACCTAAACGCAGCGAAACGAAC 1560

        CGATTGAAACTGGAAAGGCGTGGATACTTTTTTGAGAAGACGCCAGGGTTGGGAGACAAA 1620

        AACCAAAACCGTGTACCAACAGCAAAACCGGCCGGGATGAAGTGTGTTGTAGACCTTTCT 1680

        CGTTGTGAAGCGGGAGATGAAGAACGAACGGCTGGGGACCGACGACTTTTTGTGCATATA 1740

        CAAACCTCTAGACTTTTTATCATTCCTCGCCACTACTTCTCTAGCAGAGCTATAAAACAC 1800

        AAAATGCAGCAGGCATTATTTCTTTTGTTGAAAAAAAAAAGGAATTCGATATCAAGCTTA 1860

        TCGATACCGTCGACCTCGAGGGGG 1884

Abbildung 13 (diese und vorherige Seite): Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz des Core II

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 Aminosäure-

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 II-Gens im Genom von N. crassa wurde ein mit einer

core II-Sonde detektierbarer RFLP (Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus) 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 PshAI 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 für die mit dem Restriktionsenzym EcoRV geschnittene genomische DNA der

Elternstämme ein Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus detektiert. Dieser wurde ge-

nutzt, um festzustellen, von welchem der Eltern jeweils das core II auf die Nachkommen

übertragen wurde (Abb. 14).

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 II-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, daß der core

II-RFLP auf der Kopplungsgruppe II in der Umgebung des Telomers ,Tel IIL, und des hsps-1

lokalisiert ist.

   O   M   M  M   O  O   M   O   O    M   M   M  O   M   O  M   O  M  O   O  M  O  O  O

      O  M  A   A    B   D   E    E    F    F   G  G    H   J     K   K   L   L  M  N   O  P  Q   R
                 1    4     6   7    1     7    1    3    1   4    7    4     1    4    1   4   5   2    4   4  2    1
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Individuen
A A B D E E F F G G H J K K L L M N O P Q R
1 4 6 7 1 7 1 3 1 4 7 4 1 4 1 4 5 2 4 4 2 1

Marker
Tel IIL M M O O M - O M M O O M O M O M O O M O O O       9,0 %
Core II M M O O M O O M M M O M O M O M O O M O O O
hsps-1 M M O O M O O M M O O M O M O M O O M O O O       4,5 %
00008 - - O O M O O O M O O M O M O M M O O O M O     25,0 %
pSK2-1A O M O O M O O O M O O M O M O M M O M O M O     22,7 %
3:9A O M O O M O O O M O M M O M O - M O M O M O     28,6 %
Fsr-52 O M O O M O O O M M M M O M O M M O M O M O     22,7 %

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 Stämme).

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

chimären cDNA aus core II und αα-mpp

Alpha-MPP-Sequenzen besitzen, wie bereits einleitend beschrieben, ein hochkonserviertes

hydrophobes 20 Aminosäurereste langes Sequenzmotiv im C-terminalen Bereich (Brunner et

al., 1994; Braun und Schmitz, 1995b). Um die Bedeutung dieser hydrophoben Domäne zu

überprüfen, wurde ein chimärer Klon aus dem core II von Neurospora crassa und einem

Sequenzabschnitt des α-mpp-Gens aus Solanum tuberosum, der für die hochkonservierte

hydrophobe Domäne kodiert, erzeugt. Damit sollte eine Veränderung in das Core II ein-

geführt werden, die es möglicherweise befähigt, die Funktion des α-MPP bei der Prozessie-

rung von Vorläuferproteinen teilweise oder vollständig zu übernehmen. Ziel war die Rekon-

stitution der Prozessierungsaktivität der Cytochrom c Reduktase von Neurospora crassa.

Es mußte an dieser Stelle auf das α-mpp von Solanum tuberosum zurückgegriffen werden, da

das α-mpp von Neurospora crassa zu diesem Zeitpunkt nicht verfügbar war.

Der Bereich für den Sequenzaustausch wurde mit Hilfe eines multiplen Alignments von

Core II- und α-MPP-Sequenzen festgelegt (Abb. 16).

Auf der Basis dieses Sequenzvergleichs wurde ein 91 bp langes Fragment mit den Restrik-

tionsenzymem PshAI und NarI aus dem Plasmid CpBluescript ausgeschnitten. Der für den

hydrophoben Sequenzabschnitt des α-MPP von S. tuberosum kodierende Bereich wurde unter

Einführung der Restriktionsschnittstellen PshAI und NarI mittels PCR aus der α-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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PshAI NarI

PshAI NarI

Abbildung 16: Ausschnitt aus einem multiplen Alignment von Core II- und α-MPP-Sequenzen. Die Pfeile

schließen den Bereich ein, der für den Sequenzaustausch vorgesehen war. aMPP, α-MPP; Core2, Core II; Nc,

Neurospora crassa; Sc, Saccharomyces cerevisiae; Hs, Homo sapiens; Bpt, Bos prigenius taurus; St, Solanum

tuberosum. Aminosäurepositionen, die in mindestens fünf der aufgeführten Eiweiße 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 α-mpp-cDNA substituiert. Die aus dem offenen Leserahmen

der chimären cDNA abgeleitete Aminosäuresequenz ist damit um 6 Aminosäurereste länger

als die Aminosäuresequenz des Core II.

(a) PCR-Amplifikation des für den hydrophoben Sequenzabschnitt von α-MPP kodierenden Bereichs und anschließender
Restriktionsverdau

   TATATAGACTTCCGTCCTTCAGATGGCT...........(N)78...........CAGTACCCACAGGGCGCCTATATA

   ATATATCTGAAGGCAGGAAGTCTACCGA...........(N)78...........GTCATGGGTGTCCCGCGGATATAT
                V  L  Q  M  L  MGGGGSFSAGGPGKGMYSRLYLRVLN Q  Y  P  Q  G

(b) Restriktionsverdau des core II

 ..GAGACTTCCGTCCTCGTCGGTCTCCTC............(N)63...........AACCCCGGCGCCGAGGCCTTTGCT..

 ..CTCTGAAGGCAGGAGCAGCCAGAGGAG............(N)63...........TTGGGGCCGCGGCTCCGGAAACGA..

   E  T  S  V  L  V  G  L  L      GGVSNIKWSPGFSLLAKATAA   N  P  G  A  E  A  F  A

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

 ..GAGACTTCCGTCCTTCAGATGGCT................(N)78..........CAGTACCCACAGGGCGCCGAGGCC..

 ..CTCTGAAGGCAGGAAGTCTACCGA................(N)78..........GTCATGGGTGTCCCGCGGCTCCGG..

   E  T  S  V  L  Q  M  L   MGGGGSFSAGGPGKGMYSRLYLRVLN    Q  Y  P  Q  G  A  E  A

Abbildung 17: Strategie zur Einführung der hochkonservierten hydrophoben Domäne des α-MPPs aus Solanum

tuberosum in das Core II von Neurospora crassa. Grau unterlegt sind Nukleotidsequenzen, die ursprünglich vom

core II aus N. crassa stammen. Schwarz unterlegt sind Nukleotidsequenzen, die ursprünglich vom α-mpp aus S.

tuberosum stammen. Die Pfeile weisen auf die zur Klonierung genutzten Restriktionsschnittstellen.

                                                                    
                                                                    
aMPP_Nc   : SDDDIYALATLQTLLGGGGSFSAGGPGKGMYSRLYTNVLNQHGWVESCVA : 418
aMPP_Sc   : DHPDIYALATLQTLLGGGGSFSAGGPGKGMYSRLYTHVLNQYYFVENCVA : 318
aMpp_Hs   : LEEDFIPFAVLNMMMGGGGSFSAGGPGKGMFSRLYLNVLNRHHWMYNATS : 382
aMPP_Rn   : LEEDFIPFAVLNMMMGGGGSFSAGGPGKGMFSRLYLNVLNRHHWMYNATS : 378
aMPP_St   : SEKESMTLTVLQMLMGGGGSFSAGGPGKGMYSRLYLRVLNQYPQIHAFSA : 368
Core2_Hs  : GSAEANAFSVLQHVLGAGPHVKRGS---NTTSHLHQAVAKATQQPFDVSA : 325
Core2_Bpt : GSAEANAFSVLQHVLGAGPHVKRGS---NATSSLYQAVAKGVHQPFDVSA : 325
Core2_Rn  : GNAEANAFSVLQHLLGAGPHIKRGN---NTTSLLSQSVAKGSQQPFDVSA : 324
Core2_Nc  : PHP---ETSVLVGLLGGVSNIKWSP------GFSLLAKATAANPGAEAFA : 322
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Das kalkulierte Molekulargewicht des so veränderten Core II ist mit 47792 Da um 853 Da

höher als das des ursprünglichen Proteins. Der berechnete isoelektrische Punkt des reifen ver-

änderten Proteins liegt bei pH 7,33 etwas höher als der des authentischen Core II.

Berechnet man einen Stammbaum aus den Aminosäuresequenzen ausgewählter Core II-

Proteine, des veränderten Core II-Proteins und ausgewählter α-MPPs, so wird das gezielt ver-

änderte Core II dem Ast der α-MPPs zugeordnet (Abb. 18).

Abbildung 18: Stammbäume für α MPP- und Core II-Proteine aus verschiedenen Organismen mit

authentischem Core II von Neurospora crassa (A) bzw. verändertem 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 Stammbäume wurden wie im Methodenteil beschrieben mit Programmen der Phylip-Software berechnet.

Die Nummern im Stammbaum geben die Häufigkeit an, mit der die Verzweigung in 100 analysierten

Stammbäumen errechnet wurde. Verzweigungen ohne Nummerierung sind in 100 von 100 Fällen errechnet

worden.

2.4 Erzeugung von N. crassa Transformanten mit einer chimären cDNA aus core II und

αα-mpp und Analyse der Cytochrom c Reduktasen transformierter Stämme hinsicht-

lich einer rekonstituierten Prozessierungsaktivität

Core I und Core II besitzen, wie aus Deletionsversuchen bekannt ist, für die Assemblierung

des Cytochrom c Reduktase-Komplexes von Saccharomyces cerevisiae eine essentielle

Funktion (Tzagoloff et al., 1986; Oudshoorn et al., 1987; Gatti & Tzagoloff, 1990). Vermut-

lich sind die Core-Untereinheiten für Neurospora crassa essentiell. Eine Gendisruption des
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core II mit nachfolgender Komplementation durch das veränderte core II konnte aus diesem

Grund nicht durchgeführt werden.

Im wesentlichen standen zur Erzeugung von N. crassa-Stämmen mit in das Genom integrier-

tem veränderten core II zwei Möglichkeiten zur Verfügung.

Eine Möglichkeit bestand in der Erzeugung von homokaryotischen Transformanten, welche

das veränderte core II zusätzlich zum originalen core II ektopisch in das Genom integriert

haben. Dies hätte im Fall, daß das veränderte Core II das originale Core II komplementieren

kann zur Folge, daß aus einer Transformante Cytochrom c Reduktasen mit sowohl veränder-

tem als auch authentischem Core II isoliert werden können. Untersuchungen zur Re-

konstitution der Prozessierungsaktivität der Cytochrom c Reduktase können somit zu

aussagekräftigen Ergebnissen führen.

Eine zweite Möglichkeit besteht in der Anwendung einer von Metzenberg und Grotelueschen

(1992) beschriebenen Methode. Dabei werden speziell zur Analyse von Letalallelen erstellte

Stämme transformiert und danach Ascosporen, die sowohl eine normale Kopie als auch eine

durch das sogenannte RIP-Phänomen (Repeat-Induced Point Mutation) disruptierte Kopie des

entsprechenden Genes enthalten, hergestellt (Selker, 1990). Realisiert wird dies durch einen

Meiosedefekt (mei-2) der Stämme, 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 Stämme mit ent-

sprechenden Plasmiden und der Komplementation des Zielgens über 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 erfüllt. Zunächst wurde sie jedoch zurückge-

stellt.

Erzeugung homokaryotischer Transformanten

Zur Einklonierung des veränderten und als Kontrolle des nicht veränderten core II wurde der

Expressionsvektor pBARMTE1 gewählt (Pall, 1993; Pall & Brunelli, 1993). Der Vektor ent-

hält 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-Stämmen verfügt er über ein Ampicillin-

Resistenzgen (amp
r). Er erlaubt die konstitutive Expression von Genen und cDNAs in N.

crassa unter der Kontrolle des mtr (Methyltryptophan-Resistenz) Promotors von N. crassa
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ausgehend von ihren eigenen Initiationscodons (Koo & Stuart, 1991). Die cDNAs des core II

und des veränderten 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 pBARMTE1 einkloniert. Die beiden neu entstan-

denen Vektoren wurden mit CpBARMTE1 und MpBARMTE1 bezeichnet. Das Plasmid

MpBARMTE1 sowie die Plasmide CpBARMTE1 und pBARMTE1 als Kontrollen wurden

ungeschnitten zur Transformation von N. crassa eingesetzt.

Für die Transformation von N. crassa werden aus Konidien generierte Sphäroplasten einge-

setzt. Diese können 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

Sphäroplasten in der Regel zu Heterokaryen aus. Um nicht mit undefinierten Heterokaryen

sondern mit genetisch homogenen Stämmen zu arbeiten, wurden über einkernige Mikro-

konidien homokaryotische Nachkommen isoliert. Gleichzeitig wurde damit die Wahrschein-

lichkeit für den Einbau der veränderten Core II-Untereinheit in den Cytochrom c Reduktase-

Komplex bei den mit dem Plasmid MpBARMTE1 transformierten Stämmen erhöht. Aus den

insgesamt 30 potentiell heterokaryotischen Originaltransformanten wurden 16 homokaryo-

tische Transformanten erzeugt, welche die Selektionsmarke der Vektoren stabil integriert

hatten. Acht homokaryotische Stämme (M1-M8) wurden aus den mit MpBARMTE1 trans-

formierten Originaltransformanten, fünf homokaryotische Transformanten (C1-C5) wurden

aus den mit CpBARMTE1 transformierten Originaltransformanten und 3 homokaryotische

Transformanten (O1-O3) wurden aus den mit pBARMTE1 transformierten Originaltransfor-

manten isoliert. Alle weiteren Untersuchungen wurden an den homokaryotischen Transfor-

manten durchgeführt.

Der Phänotyp der Transformanten

Durch die Eintransformation des core II und des veränderten core II ist, kein zusätzlicher zum

erwünschten Effekt auf den Phänotyp zu erwarten. Da in N. crassa eintransformierten

Sequenzen aber vorwiegend ektopisch in das Genom integriert werden, können durch die zu-

fällige Integration andere Gene zerstört werden. Sind davon essentielle Gene betroffen, kön-

nen aus den betroffenen letalen Kernen keine homokaryotischen Transformanten regeneriert

werden. Im Fall das nicht essentielle Gene betroffen sind, kann es zur Ausbildung veränderter

Phänotypen kommen. Ebenfalls nicht auzuschließen ist, daß die eintransformierte Vektor-
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DNA den Phänotyp beeinflußt. Um mit vitalen, phänotypisch unauffälligen Stämmen weiter

arbeiten zu können, wurden die Stämme auf phänotypische Auffälligkeiten untersucht. Dazu

wurde das Wachstum der Transformanten auf Minimalmedium nach Vogels (1964) mit dem

des Wildtyps nach Inokulation auf Platten für ca. 24 Stunden beobachtet. Alle Transfor-

manten zeigten einen unauffälligen Phänotyp (nicht gezeigt).

Überprüfung der Transformanten auf Häufigkeit des Einbaus und auf vollständigen Ein-

bau der Expressionskassetten des core II und des veränderten core II

Die Häufigkeit des Einbaus und der vollständige Einbau der transformierten Expressionskas-

setten (Abb. 19), das heißt der cDNA des core II bzw. des veränderten core II sowie des mtr

Promotors und trpC Terminators in das Genom der Transformanten wurde durch Southern

Blot Analyse überprüft. Als Sonde wurde die bereits zur Kartierung von core II eingesetzte

Sonde COBP verwendet, welche das core II und das veränderte core II gleichermaßen gut

detektiert.

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Expressionskassetten von MpBARMTE1 und CpBARMTE1 ein-

schließlich der angrenzenden Sequenzbereiche. Insert des Vektors MpBARMTE1 ist die cDNA des veränderten

core II. Insert des Vektors CpBARMTE1 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 zusätzliche Bande zur nativen core II-Bande (Abb. 20). BamHI schneidet nur

einmal in den transformierten Konstrukten. Die zweite Schnittstelle ist vom Einbauort

abhängig, was dazu führt, daß verschieden große zusätzliche Banden detektiert werden. Die

Zahl der zusätzlichen Signale korreliert deshalb mit der Häufigkeit 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.

3,3 kb

NdeI
mtr P Insert trpC T

BamHI NotI
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Abbildung 20: Southern Blot Analyse von BamHI restringierter genomischer DNA, isoliert aus den Stämmen

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 CpBARMTE1 mit NdeI und NotI wurden

ca. 3,3 kbp große Fragmente im Southern Blot detektiert (Abb. 21). Da die Restriktions-

schnittstellen für NdeI und NotI nur einmal in den Plasmiden vorkommen und die vollständi-

gen Expressionskassetten flankieren, können diese Banden als Marker für den vollständigen

Einbau der Expressionskassetten in das Genom der Transformanten dienen. Auf Höhe der

Banden wurden bei der mit NdeI und NotI restringierten genomischen DNA der Stämme M1,

M2, M7, M8, C1 und C4 Hybridisierungssignale detektiert (Abb. 21).

  M1  M2  M3  M4  M5  M6  M7  M8        C1  C2   C3   C4   C5         WT
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Abbildung 21: Southern Blot Analyse von NdeI und NotI restringierten Plasmiden MpBARMTE1 (MP) und

CpBARMTE1 (CP) und NdeI und NotI restringierter genomischer DNA, isoliert aus den Stämmen 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 II bedingte Bande. Die NdeI und NotI Schnittstellen flankieren die vollständigen Expressionskassetten der

Vektoren. Rechts neben dem Blot ist die Größe der durch die NdeI und NotI Fragmente der Expressionsvektoren

bedingten Banden angegeben.

Expression des veränderten core II

Der Nachweis von Transkripten des veränderten core II erfolgte über Northern Blot Analyse

von Gesamt-RNA. Hierfür wurde eine spezifisch gegen das 102 bp Fragment aus dem α-mpp

von Solanum tuberosum gerichtete Sonde (MCTR) eingesetzt. Die Sonde wurde über zwei

PCR-Amplifikationen gewonnen. Dabei wurde das Fragment zunächst mit den Primern PB3

und PB4 amplifiziert. Anschließend erfolgte eine lineare PCR-Amplifikation des nicht codo-

genen Stranges des ersten Amplifikates mit dem Primer PB4 in Gegenwart von α[32P]dCTP.

Für die Stämme mit der kompletten Expressionskassette des veränderten core II (M1, M2, M7

M8) wurden Transkripte nachgewiesen. Durch Vergleich der Position der Banden mit der

Lage der ribosomalen RNA konnte die Größe der Transkripte grob geschätzt werden. Bei

allen vier Stämmen wurden Transkripte mit einer Größe von 1,3 bis 1,4 kb (Abb. 22) nachge-

wiesen. Dies entspricht der erwarteten Größe für die mRNA des veränderten core II. Bei den

Stämmen M1, M2 und M8 wurden zwei nahe beieinander gelegene Banden in diesem Bereich

detektiert. Im Stamm M7 wurde ein zusätzliches Transkript mit einer Länge von ca. 1,1 kb

       M1 M2  M3  M4  M5  M6  M7  M8        C1  C2   C3  C4   C5      WT       MP   CP

3,3 kb
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nachgewiesen. Möglicherweise handelt es sich bei den zusätzlichen Banden um Transkripte

von unvollständig in das Genom intergrierten Expressionskassetten. Erwartungsgemäß ergab

die Gesamt-RNA der Stämme C1, C2, C3, C4 und C5 sowie des Wildtyps, welche als

Kontrollstämme eingesetzt wurden, keine Hybridisierungssignale. Für die Stämme ohne voll-

ständige 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 II-Sonde COBP hybridisiert. Dies führte bei allen getesteten Stämmen

zum Nachweis von Hybridisierungssignalen, die auf Transkripte mit einer Länge von 1,3 bis

1,4 kb zurückzuführen sind. Das Ergebnis entspricht den Erwartungen, da das core II ein kon-

stitutiv exprimiertes Gen sein sollte und die Länge der mRNA ca. 1,4 kb beträgt.

Abbildung 22: Northern Blot Analyse mit Gesamt-RNA der Transformanten M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,

M8, 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 α-mpp von Solanum tuberosum gerichte-

ten ist, hybridisiert. Für die Stämme mit der kompletten Expressionskassette des veränderten core II M1, M2 und

M8 wurden jeweils 2 Transkripte mit einer Länge von 1,3 bis 1,4 kb nachgewiesen. In der Gesamt RNA des

Stammes M7 wurde ein Transkript mit einer Länge von ca. 1,4 kb und ein weiteres mit einer Länge von 1,1 kb

detektiert. (B) Nach Regeneration des Filters erfolgte als interne Kontrolle eine Hybridisierung mit der core II

spezifischen Sonde COBP.

M1  M2 M3  M4  M5  M6  M7  M8  C1  C2  C3   C4   C5 WT

A

B
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Eine Western Blot Analyse mit mitochondrialem Protein der Transformanten unter Verwen-

dung eines gegen das Core II von N. crassa gerichteten Antikörper gab keinen Aufschluß

darüber, ob das veränderte Core II gebildet wird. Nach Auftrennung des mitochondrialen Ge-

samtproteins der Stämme M1, M2, M7 und M8 in Tricin-SDS-Gelen wurden auf den entspre-

chenden Blots keine zur Core II-Bande zusätzlichen Kreuzreaktionen des Antikörpers nach-

gewiesen (nicht gezeigt). Dies muß jedoch nicht bedeuten, daß das veränderte Core II tat-

sächlich nicht gebildet oder nicht in die Mitochondrien importiert wird. Denkbar ist vor allem,

daß es mit dem Core II auf gleicher Höhe im Tricin-SDS-Gel läuft.

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

Wildtyp

Zur Aufreinigung der Cytochrom c Reduktase wurden die Transformanten M2 und M7 ausge-

wählt, da sie die Expressionskassette für das veränderte core II mehrfach und mindestens

einmal vollständig in das Genom integriert haben und Transkripte des veränderten core II in

entsprechend hoher Quantität bilden. Im Gegensatz zur üblichen Praxis genetischer Unter-

suchungen, bei der möglichst der Effekt eines einzigen Mutationsereignisses im ansonsten

unveränderten Genom untersucht wird, war in diesem Fall die mehrfache, vollständige Inte-

gration der Expressionskassette für das veränderte core II erwünscht. Die Wahrscheinlichkeit

für den Einbau des veränderten Core II anstelle des originalen Core II in den Cytochrom c

Reduktase-Komplex sollte damit erhöht werden.

Die Cytochrom c Reduktase von N. crassa läßt 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 möglich. Zur Anwendung kam das von Weiss und

Kolb (1979) entwickelte Verfahren zur Aufreinigung der Cytochrom c Reduktase aus N.

crassa über Affinitätschromatographie in Kombination mit einer Gelfiltrationschromatogra-

phie.

Der erste Reinigungsschritt war die von Weiss und Juchs (1978) etablierte Cytochrom c-Affi-

nitätschromatographie, die auf der spezifischen Bindung des Proteinkomplexes an Cytochrom

c basiert. Die Fraktionen der Affinitätssäulen wurden gelelektrophoretisch analysiert (nicht

gezeigt). Durch Vergleich des Bandenmusters der Fraktionen und anhand der rötlichen Fär-

bung konnten die Cytochrom c 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 µg/µl, wobei für die Cytochrom c Reduktasen etwa die Hälfte bis zwei Drittel
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der Gesamtproteinkonzentration geschätzt wurde. Über eine Druckfiltration wurden die ge-

poolten Fraktionen auf ein Volumen von 0,5 ml eingeengt. Das Konzentrat der angereinigten

Cytochrom c Reduktasen wurde über eine AcA34 Gelfiltrationssäule weiter aufgereinigt. Es

erfolgte wiederum eine Analyse der eluierten Proteine über Tricin-SDS-PAGE und die Identi-

fizierung der Cytochrom c Reduktasen anhand ihrer Untereinheitenkomposition.

Die Cytochrom c Reduktase des Wildtyps wurde mit einer Proteinkonzentration von 1,5 µg/µl

in der Peakfraktion eluiert. Im Coomassie gefärbten Gel ist, zusätzlich zu den 9 Banden der

Cytochrom c Reduktase-Untereinheiten eine schwache Bande in Höhe der beiden Core-

Protein-Banden zu sehen (Abb. 23C).

Etwas stärkere Verunreinigungen sind bei den Cytochrom c Reduktasen der Transformanten

M2 und M7 in Coomassie gefärbten Gelen sichtbar (Abb. 23A/B). In den Peakfraktionen der

Eluate wurde für die Cytochrom c Reduktase von M2 eine Konzentration von 1 µg/µl und für

die Cytochrom c Reduktase von M7 eine Konzentration von 1,5 µg/µl bestimmt.

Abbildung 23: Über Affinitätschromatographie, Druckfiltration und anschließende Gelfiltrationschromatogra-

phie aufgereinigte Cytochrom c 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 c1, Cytochrom c1. Die

angegebenen Molekulargewichte weisen auf die entsprechenden kleinen Untereinheiten. Nicht beschriftet sind

Banden, die auf noch bestehende Verunreinigungen der Cytochrom c Reduktasen zurückzuführen sind.
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Prozessierungsaktivität der aufgereinigten Cytochrom c Reduktase Fraktionen

In vitro Prozessierungsenzymtests sollten darüber Aufschluß geben, ob es gelungen war, die

Prozessierungsaktivität der Cytochrom c Reduktasen in den N. crassa Transformanten M2

und M7 zu rekonstituieren. Überprüft wurde die Prozessierungsaktivität der aufgereinigten

Cytochrom c 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 Verfügung gestellt. Als Substrate dienten zunächst die mitochondrialen Vor-

läuferproteine der β-Untereinheit des ATP-Synthase-Komplex von Nicotiana tabacum und

das FeS-Protein von Solanum tuberosum, die über 35S-Methionin radioaktiv markiert wurden.

Keine der getesteten mitochondrialen N. crassa-Fraktionen, einschließlich der in Kombina-

tion eingesetzten aufgereinigten Untereinheiten der Prozessierungsprotease, waren in der

Lage, die beiden Vorläuferproteine effizient in ihre reifen Formen umzusetzen (Daten nicht

gezeigt).

In weiteren Prozessierungsenzymtests wurde geprüft, ob das Vorläuferprotein der β-Unter-

einheit des ATP-Synthase-Komplex von Saccharomyces cerevisiae von der mitochondrialen

Prozessierungsprotease aus N. crassa sowie den Cytochrom c Reduktasen aus den Transfor-

manten-Stämmen und aus dem Wildtyp in das reife Protein umgesetzt wird. Für die getesteten

Fraktionen wurde eine deutliche Prozessierungsaktivität gegenüber dem Vorläuferprotein, die

durch Zusatz des Metall-Chelators EDTA hemmbar ist, nachgewiesen (nicht gezeigt).

Die Versuche zeigen, daß die Prozessierungsprotease von N. crassa offensichtlich eine höhere

Substratspezifität besitzt als bisher vermutet wurde und nicht alle mitochondrialen Vorläufer-

proteine aus heterologen Systemen als Substrate erkennt.

Unerwartet war die Prozessierungsaktivität der getesteten Cytochrom c Reduktase-Fraktion

des Wildtyps. Die Ursachen dafür wurden nicht aufgeklärt. Deshalb bleibt zunächst offen, ob

es gelungen ist, die Prozessierungsaktivität der Cytochrom c Reduktase von N. crassa durch

die vorgenommene Transformation zu rekonstituieren.



Ergebnisse                                                                                                                                                                   

68

2.5 In vitro Studien am überexprimierten chimären Protein aus Core II und αα-MPP

In Detergenz-Lösung ist der Cytochrom c Reduktase-Komplex von N. crassa fragil und dis-

soziiert bei hohen Salzkonzentrationen in drei Teile. Diese drei Teile sind der bc1-Subkom-

plex, bestehend aus Cytochrom b, Cytochrom c1 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 können leicht über 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 überexprimierter und aufgereinigter Komplex aus den reifen Formen des Core I

(β-MPP) und des veränderten Core II sollte gemeinsam mit dem biochemisch aufgereinigten

bc1-Subkomplex und dem Eisen-Schwefel-Protein zur Assemblierung der Cytochrom c

Reduktase genutzt werden können. Damit stünde ein geeignetes in vitro System zur Analyse

des Einflusses des veränderten Core II auf die Prozessierungsaktivität der Cytochrom c

Reduktase zur Verfügung. Eine Kontamination des Testsystems mit dem α-MPP könnte dabei

weitgehend ausgeschlossen werden.

Der aufgereinigte Komplex aus dem Core I (β-MPP) und dem veränderten Core II sowie das

aufgereinigte veränderte Core II können außerdem in vitro auf ihre funktionellen Eigenschaf-

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

Überexpression und Aufreinigung des veränderten Core II

Für die Überexpression des veränderten core II wurde der Expressionsvektor pET-28a aus-

gewählt, der die Selektion von Transformanten auf Kanamycinresistenz erlaubt. Zur Ein-

klonierung in den Vektor wurde aus der cDNA des veränderten core II mit den spezifischen

Primern HC1und RCHIM (unter Material und Methoden beschrieben) ein DNA-Fragment,

was für die reife Form des veränderten Core II kodiert, amplifiziert. Das DNA-Fragment

wurde über die Restriktionsschnittstellen NdeI und BamHI in den Vektor einkloniert. Aus

dem so konstruierten Vektor, MpET28, kann ein Transkript abgelesen werden, welches für

ein verändertes 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 Affinität der N-terminalen Histidinreste zu divalenten

Kationen über eine Nickel-Affinitätssäulenchromatographie nativ aufgereinigt (Abb. 24). In
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gleicher Weise wurde zur Kontrolle das unveränderte Core II exprimiert und aufgereinigt

(nicht gezeigt).

Abbildung 24: Gelelektrophoretische Analyse von Fraktionen der Ni-Affinitätssäule zur Aufreinigung des ver-

änderten Core II. (A) Coomassie gefärbtes Gel. Spur 1: ‚Flow-through; Spur 2: Waschen der Säule mit

Bindungspuffer (siehe Material und Methoden); Spuren 3-8: Waschen der Säule mit Waschpuffer (siehe Material

und Methoden); 9-11: Elution des rekombinanten Proteins. (B) Immunoblot mit einem Antikörper 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 gefärbten Gel. v C2, verändertes Core II. In der Mitte sind die Molekulargewichte

von Standardproteinen angegeben.

ββ-MPP und das veränderte Core II bilden einen dimeren Komplex

Das veränderte Core II konnte über seine sechs N-terminale Histidinreste gemeinsam mit dem

β-MPP an eine Matrix mit immobilisierten Ni-Ionen gebunden werden und wieder mit β-MPP

coeluiert werden.
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Dazu wurde das für die reife Form kodierende β-mpp-Fragment von N. crassa über die mittels

PCR eingeführten Restriktionsschnittstellen NcoI 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 gegenüber Ampicillin und Kanamycin

aus. Durch Immunfärbung mit spezifischen gegen die beiden Proteine gerichteten Anti-

körpern wurde unter Induktionsbedingungen sowohl das veränderte Core II als auch β-MPP

im Zelllysat transformierter Bakterien nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Das Zelllysat

eines induzierten E. coli-Stammes wurde unter nativen Bedingungen in einer Ni-Affini-

tätschromatographie eingesetzt. Die Fraktionen der Säule wurden gelelektrophoretisch analy-

siert. Durch Immunfärbung wurde gezeigt, daß das veränderte Core II und β-MPP bei einem

1 M Imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl 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-

färbten Gel war allerdings nur das veränderte Core II in Form einer Proteinbande sichtbar.

Die Coelution beider Proteine verdeutlicht ihre hohe Affinität zueinander. Wenngleich beide

Proteine nicht in einem Verhältnis von 1:1 gemeinsam von der Säule eluieren, liegt die Ver-

mutung nahe, daß sie im Zelllysat als Dimere vorliegen. Luciano et al. (1997) und auch

Shimokata et al. (1998) interpretieren die Coelution rekombinanter, überexprimierter und zum

Teil mutierter MPP-Untereinheiten, von denen jeweils eine über sechs bis zehn N- bzw. C-

terminale Histidinreste verfügt, als Indiez für eine nichtkovalente Bindung beider Unterein-

heiten. Erklärt werden kann das vom Verhältnis 1:1 abweichende Verhältnis möglicherweise

dadurch, daß die Bindung zwischen den beiden Proteinen labiler ist als die Bindung des ver-

änderten Core II an die Säule. Ein Teil der Bindungen zwischen β-MPP und dem veränderten

Core II könnte deshalb bereits vor dem Elutionsschritt destabilisiert worden sein.

Das unveränderte Core II wurde zur Kontrolle in gleicher Weise mit dem β-MPP coexprimiert

und von einer Ni-Säule coeluiert. Die beiden Proteine eluieren unter identischen Bedingungen

wie das veränderte Core II mit dem β-MPP gemeinsam von einer Ni-Säule (nicht gezeigt).
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Abbildung 25: Gelelektrophoretische Analyse von Fraktionen der Ni-Affinitätssäule zur Aufreinigung des ver-

änderten Core II gemeinsam mit β-MPP. (A) Coomassie gefärbtes Gel. Spur 1: ‚Flow-through; Spur 2: Waschen

der Säule mit Bindungspuffer (siehe Material und Methoden); Spuren 3-8: Waschen der Säule mit Waschpuffer

(siehe Material und Methoden); 9-11: Coelution von β-MPP mit dem veränderten Core II. (B) Immunoblot mit

Antikörpern die spezifisch gegen das Core II und β-MPP von N. crassa gerichtet sind. Die Spuren 1-5

entsprechen in der genannten Reihenfolge den Spuren 7-11 im Coomassie gefärbten Gel. Spur 6 repräsentiert

eine weitere Waschfraktion. In der Mitte sind die Molekulargewichte von Standardproteinen angegeben. Rechts

sind die Identitäten der Banden mit v C2, verändertes Core II und β-MPP angegeben.

3. Identifizierung einer MPP-artigen Protease aus Rhodobacter sphaeroides

Zu Beginn der Untersuchungen für 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, daß Mitochondrien und rezente α-

Proteobakterien einen gemeinsamen α-proteobakteriellen Vorfahren besaßen (Gupta, 1995;

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

interessant.

3.1 Erstellung einer repräsentativen genomischen DNA-Bank von Rhodobacter

sphaeroides

In einer repräsentativen DNA-Bank sollte jedes Fragment mit einer akzeptabelen Wahr-

scheinlichkeit vertreten sein. Die Wahrscheinlichkeit, P, mit der ein unabhängiger Klon in

einer DNA-Bank vertreten ist läßt sich aus der Zahl der unabhängigen Klone, N, und dem

Verhältnis der Größe der Iserts zur Größe des Gesamtgenoms, f, mit N=ln(1-P)/ln(1-f) be-

rechnen. Rhodobacter sphaeroides hat eine Genomgröße von ca. 4400 kbp (Suwato &

Kaplan, 1989). Die erstellte genomische DNA-Bank enthält DNA-Fragmente mit einer durch-

schnittlichen Größe von 3 kbp. Das heißt, jeder Klon enthält 1/1466 des Gesamtgenoms.

Daraus ergibt sich für eine Wahrscheinlichkeit von 99 % eine Größe der DNA-Bank von 6750

Klonen. Die erstellte, nicht amplifizierte genomische DNA-Bank enthält ca. 132500 unab-

hängige Klone und umfaßt damit 90 mal das Gesamtgenom von Rhodobacter sphaeroides.

3.2 Isolation eines Gens für eine MPP-artige Protease

Im und um den Bereich der inversen Zinkbindedomäne weisen die Aminosäuresequenzen der

Vertreter der Pitrilysinfamilie einen hohen Konservierungsgrad auf. Für die β-MPP-Sequen-

zen ergibt sich in diesem Bereich eine Konsensussequenz von HFLEHXXFK. Die von einem

offenen Leserahmen abgeleitete Aminosäuresequenz einer putativen MPP-artigen Protease

aus Rickettsia prowazekii, die während der Durchführung der vorliegenden Dissertation ver-

öffentlicht wurde (Andersson et al., 1998), stimmt im entsprechenden Sequenzabschnitt mit

der Konsensussequenz überein. Der Sequenzabschnitt weist eine Aminosäuresequenz von

HFLEHMAFK auf. Da sowohl Rhodobacter sphaeroides als auch Rickettsia prowazekii zu

den α-Proteobakterien gehören, 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. Zusätzlich wurde ein längeres Oligonukleotid von der Sequenz

HFLEHMAFK abgeleitet.

Das Screening mit dem längeren degenerierten Oligonukleotid führte zur Isolation von 6

positiven Klonen. Die Inserts wurden mit den Restriktionsenzymen SalI und EcoRI aus dem
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pBK-CMV-Phagemidvektor ausgeschnitten. Ihre Größen 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, daß 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 großen Inserts

sequenziert. Der Sequenzabschnitt enthält einen vollständigen offenen Leserahmen von 1254

bp Länge, der für 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  H 18

        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  Q  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  A 78

        CCTACACCTCGCGCGAGATGACGGCCTATTACGCCCGGGTGCTCGAGGCCGACACCGGGC 1080
          Y  T  S  R  E  M  T  A  Y  Y  A  R  V  L  E  A  D  T  G  L 98

        TCGCGCTGGACGTGATCGCCGACATCGTTCTGAACCCGTCTTCGACCCGAAGGAGATCGA 1140
          A  L  D  V  I  A  D  I  V  L  N  P  S  S  T  R  R  R  S  R 118

        GATCGAGCGGCACGTCATCCTGCAGGAGATCGGCCAGGCGCTCGACACGCCCGACGACAT 1200
          S  S  G  T  S  S  C  R  R  S  A  R  R  S  T  R  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  G 158

        GCCCCGAGGAGCGGGTCTCGACCTTCGGGCGCGCCGATCTCACGCGCTTCGTGGGCGAGC 1320
          P  E  E  R  V  S  T  F  G  R  A  D  L  T  R  F  V  G  E  H 178

        ATTACGGCCCGGACCACATGATCCTCGCCGCTGCGGGGGGCGTCGATCACGGCAGGATCG 1380
          Y  G  P  D  H  M  I  L  A  A  A  G  G  V  D  H  G  R  I  V 198

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

        CCGCGGACTTCCTCGGCGGCGAGCGGCGCGAGCTGAAGTCGCTGGAGCAGGTCCATTTCG 1500
          A  D  F  L  G  G  E  R  R  E  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  C  Y  S  I  F  A  Q  S  G  A  Y  E  D  T  G  Q  I  T  I 298

        TCTATGCCGGCACCTCGGGCGAGGAGGTGGCCGATCTCGCGGGGCTTACGGTGGACGAGC 1740
          Y  A  G  T  S  G  E  E  V  A  D  L  A  G  L  T  V  D  E  L 318

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

        AGGCCGGGCTCCTGATGGGGCTCGAAAGCCCCTCGAACCGGGCCGAGCGGCTGGCGCGGC 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  G  V  D  E  A  V  E  K  I  D  A  V 378

        TGACGGTCGGGGCGGTGCGCGACTATGCAGAGCGCATGGCGCAGGCCCGCTCGGCGCTCG 1980
          T  V  G  A  V  R  D  Y  A  E  R  M  A  Q  A  R  S  A  L  A 398

        CGCTCTACGGCCCGACCGAGGCGGCTCCTGCCCTCGCACAGATCCGCGAGCGGCTGGCCG 2040
          L  Y  G  P  T  E  A  A  P  A  L  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 Aminosäuresequenz des Klons 12

mit einem vollständigen offenen Leserahmen für eine putative MPP-artige Protease (Seq1_Rsp).

Die abgeleitete 418 Aminosäurereste lange Aminosäuresequenz besitzt 38 % Sequenzidentität

zur Aminosäuresequenz einer putativen MPP-artigen Protease aus Rickettsia prowazekii und
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hohe Sequenzidentität zu β-Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsproteasen von

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

Abbildung 27: Aminosäuresequenzvergleich der putativen MPP-artigen Protease aus Rhodobacter sphaeroides,

Seq1_Rsp, mit putativen Proteasen aus Rickettsia prowazekii (C71733), Seq1_Rip, und Bacillus subtilis

(Q04805), PP_Bs, sowie mit dem β-MPP aus Solanum tuberosum (X80237), bMPP_St. Aminosäuren, die

zwischen allen Sequenzen konserviert sind, wurden schwarz unterlegt. Aminosäuren, die in mindestens zwei der

vier Sequenzen konserviert sind, wurden grau unterlegt.

                                                                              
                    *        20         *        40         *        60       
Seq1_Rhs : ------------------------------------------------------------- :   -
bMPP_St  : MATRHLLNLTRRRSRITPFTVLPPCITFSSRSSTSITNPSQSSSLPSPPPPDAMIYDRLAE :  61
Seq1_Rip : ------------------------------------------------------------- :   -
PP_Bs    : ------------------------------------------------------------- :   -
                                                                              
                                                                              
                   *        80         *       100         *       120        
Seq1_Rhs : -----------------------------------LTVLLDTLPNGFRIVTEHMPGLHSAS :  26
bMPP_St  : QVKSKIKRLEDPNQRFLRYNSPDPTVADHTSILSAPETKVTTLPNGLRIATESNLSSQTAT : 122
Seq1_Rip : ---------------------------------MKENFNVSKLKNGLTILTYNMPYVHSVA :  28
PP_Bs    : ------------------------------------MIKRYTCPNGVRIVLENNPTVRSVA :  25
                                                                              
                                                                              
                  *       140         *       160         *       180         
Seq1_Rhs : IGIWIAAGGRHERPEQNGIAHFLEHMAFKGTKTRSALRIAEEIEDVGGYINAYTSREMTAY :  87
bMPP_St  : VGVWIDAGSRFETEENNGVAHFLEHMIFKGTEKRPIRALEEEIENMGGHLNAYTSREQTTY : 183
Seq1_Rip : INLIAKVGARYENEEEEGISHFLEHMAFKGTKTRTAQQIAEEFDSIGGYFNAYTGHENTVY :  89
PP_Bs    : IGVWIGTGSRHETPEINGISHFLEHMFFKGTSTKSAREIAESFDRIGGQVNAFTSKEYTCY :  86
                                                                              
                                                                              
                 *       200         *       220         *       240          
Seq1_Rhs : YARVLEADTGLALDVIADIVLNPSSTRRRSRSSGTSSCRRSARRSTRPTTSSSTGCRRPPT : 148
bMPP_St  : FAKVLGCDVPKAVDILGDILQNSLLEEDKIIRERSVILREMEEVEKQPEEVIFDQLHTTAF : 244
Seq1_Rip : YARVLSENCHKALNILADIIQNSIFADEEIAKEYQIIMQEIAHHHDNPDDLIYETFYNTVY : 150
PP_Bs    : YAKVLDEHANYALDVLADMFFHSTFDENELKKEKNVVYEEIKMYEDAPDDIVHDLLSKATY : 147
                                                                              
                                                                              
                *       260         *       280         *       300           
Seq1_Rhs : PVS-FGRTILGPEERVSTFGRADLTRFVGEHYGPDHMILAAAGGVDHGRIVAQAQALFGHL : 208
bMPP_St  : QYTPLGRTILGPAQNIEKMTRAHIQDYISTHYGAHRMVISAAGAVKHEEVVELVKKHFTKL : 305
Seq1_Rip : KGQPLGKSILGTTKTLVTFTKEHFLNFIGKHYNAENLYLSIAGNIEHNKIVMIAEELFASL : 211
PP_Bs    : GNHSLGYPILGTEETLASFNGDSLRQYMHDYYTPDRVVISVAGNISDSFIKDVEKWFGSYE : 208
                                                                              
                                                                              
               *       320         *       340         *       360            
Seq1_Rhs : KP------VGQRPMQPADFLGGERRELKS-LEQVHFAMAFEAPNYR-APDVYAAQVYAMAL : 261
bMPP_St  : SSNPIITTSQLVSEEPAIFTGSEIRIIDDDLPLAQFAVAFSGASWT-DPDSIALMVMQQML : 365
Seq1_Rip : KQG------VKSSFIPAKYIGGKGFIHKE-LEQTSLVLGFECTSYINLGQLYQTYLLSIIF : 265
PP_Bs    : AKG------KATGLEKPEFHTEKLTRKKE-TEQAHLCLGFKGLEVG-HERIYDLIVLNNVL : 261
                                                                              
                                                                              
              *       380         *       400         *       420             
Seq1_Rhs : G------GG---MSSRLFQKVREERGLCYSIFAQSGAYEDTGQITIYAGTSGEEVADLAGL : 313
bMPP_St  : GSWNKSSGGGKHMGSELVQRVAIN-ELAESVMAFNTNYKDTGLFGVYAEAKPDCLSDLAYV : 425
Seq1_Rip : G-------GG--MSSRLFQSIREKLGLAYVVGSYNSAYFDSGVFTIYASTAHNKLELLYRE : 317
PP_Bs    : G-------GS--MSSRLFQDVREDKGLAYSVYSYHSSYEDSGMLTIYGGTGANQLQQLSET : 313
                                                                              
                                                                              
             *       440         *       460         *       480              
Seq1_Rhs : TVDELKRAT-EDMSEAEVARARAQLKAGLLMGLESPSNRAERLARLLAIWGRVPGVDEAVE : 373
bMPP_St  : IMNGICKLS-YKVSDADVVRARNQLKSSLMLHIDGSGPTAEDIGRQLITYGRRIPYAELFS : 485
Seq1_Rip : IKNEIIKIT-ETVSTEEIIRAKMQLRSNLQMAQEQNTYKSEEIGKNYSVFGKYILPEEIIE : 377
PP_Bs    : IQETLATLKRDGITSKELENSKEQMKGSLMLSLESTNSKMSRNGKNELLLGKHKTLDEIIN : 374
                                                                              
                                                                  
            *       500         *       520         *             
Seq1_Rhs : KIDAVTVGAVRDYAERMAQAR-SALALYGPTEAAPALAQIRERLAA--- : 418
bMPP_St  : RIDSVDTGTIKRVRNRFIFDRDVAISARGPIQDLPDYNWFRRRTYWLRY : 534
Seq1_Rip : IITNIRADDIINTANKIFSGT-TTLAIIGPNDLNGF------------- : 412
PP_Bs    : ELNAVNLERVNGLARQLFTED-YALALISPSGNMPS------------- : 409
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Das kalkulierte Molekulargewicht für das abgeleitete Protein beträgt 45286 Da. Ein nach

Kyte & Doolittle (1982) berechnetes Hydrophobizitätsprofil weist das putative Protein aus

Rhodobacter sphaeroides als insgesamt hydrophil aus (Daten nicht gezeigt).

Ungewöhnlich 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 Fällen, 2 %, als Initiationscodon fungiert. Stromaufwärts von diesem möglichen Start-

codon existiert im Leserahmen der putativen Protease kein Stopcodon im sequenzierten Ab-

schnitt des DNA-Fragments. Die Sequenzidentität zu Mitgliedern der Pitrilysinfamilie bricht

jedoch stromaufwärts des möglichen Startcodons ab. Dies ist ein weiteres Argument für den

festgelegten Translationsstart.

3.3 Überexpression des Gens für 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-Affinitätschromatographie

eingesetzt werden sollte. Dazu mußte zunächst das Gen in E. coli überexprimiert und das

rekombinante Protein aufgereinigt werden. Zur Überexpression des offenen Leserahmens rsp

wurde dieser unter Einführung der Restriktionsschnittstellen für NdeI und NotI mit den

Primern RHH und RHR2 durch PCR amplifiziert. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde

über die Restriktionsschnittstellen NdeI und NotI 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 löslichen Frak-

tion der Zellen nachgewiesen werden. Ein großer Anteil des rekombinanten Proteins lag in

Form von ‚inclusion bodies‘ vor und wurde über eine Ni-Affinitätschromatographie unter

denaturierenden Bedingungen aufgereinigt und zur Synthese eines spezifischen Antiserums

durch das Unternehmen Eurogentec (Belgien) genutzt. Die Spezifität des hergestellten Anti-

serums wurde in einem Kontrollexperiment überprüft. Dazu wurden jeweils ca. 15 µg Ge-

samtprotein aus Rhodobacter sphaeroides über Tricin-SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitro-

zellulosemembranen geblottet. Die Nitrozellulosemembranen wurden während der Immun-
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färbung entweder mit dem hergestellten Antiserum oder mit dem Präimmunserum inkubiert.

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

(Daten nicht gezeigt).

Unter nativen Bedingungen konnte keine ausreichende Menge des rekombinanten Proteins

aufgereinigt werden, so daß auf erste Versuche zur funktionellen Charakterisierung der puta-

tiven Protease mit dem überexprimierten 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

(Schägger & 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 Immunfärbung genutzt, um die bereits auf DNA-Ebene identifizierte MPP-artige

Protease von Rhodobacter sphaeroides auf Proteinebene nachzuweisen. Gleichzeitig kann
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Abbildung 28: Aufreinigung der rekombi-

nanten putativen Protease von Rhodobacter

sphaeroides aus dem E. coli Expressions-

stamm BL21. Spur 1: Ultraschall behandeltes

Zelllysat vor Induktion (-IPTG, L), Spur 2:

unlösliche Zellfraktion vor Induktion (-IPTG,

IB), Spur 3: Ultraschall behandeltes Zelllysat

unter Induktionsbedingungen (+IPTG, L),

Spur 4: unlösliche Zellfraktion unter

Induktionsbedingungen (+IPTG, IB), Spur 5:

Eluat der Ni-Affinitätschromatographie. Der

Pfeil rechts neben dem Gel weist auf die

Bande der überexprimierten putativen

Protease. Die Zahlen links neben dem Gel

geben die molekularen Größen eines Protein-

standards an.
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damit eine Aussage über eine mögliche Lokalisation der Protease in Proteinkomplexen getrof-

fen werden bzw. das Gegenteil bewiesen werden.

Abbildung 29 zeigt die Auftrennung von Gesamtprotein aus Rhodobacter sphaeroides über

BN-PAGE (Abb. 29A) und Tricin-SDS-PAGE (Abb. 29B). Den größten 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 zerfällt der Komplex in seine

Untereinheiten, die im Tricin-SDS-Gel ein apparentes Molekulargewicht von 57 kDa be-

sitzen. Der mit [RC+LHC]2 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 F0F1-ATP-Synthase besitzt im

BN-Gel ein apparentes Molekulargewicht von 490 kDa. Dem Komplex können in der zweiten

Geldimension zwei Banden bei 57 kDa und 52 kDa (α- und β-Untereinheiten) und drei wei-

tere Banden mit Größen unter 30 kDa zugeordnet werden (Falk et al., 1985). Bei dem mit

[RC+LHC]1 bezeichnenten Komplex handelt es sich möglicherweise 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 für das in Abbildung 29A gezeigte BN-Gel ca. 300 µg Gesamtprotein über BN-

PAGE und anschließende 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, daß beide detektierten

Proteine keine Bestandteile von Proteinkomplexen sind, sondern entweder lösliche cytoplas-

matische oder periplasmatische Proteine oder singuläre 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 möglich.
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Abbildung 29: Zweidimensionale Auftrennung von ca. 300 µg Gesamtprotein aus Rhodobacter sphaeroides

durch BN-PAGE und Tricine-SDS-PAGE. A: Coomassie-gefärbte Spur mit Gesamtprotein von Rhodobacter

sphaeroides nach BN-PAGE. B: Coomassie gefärbtes 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. Über der

zweiten Geldimension ist die Identität von Proteinkomplexen angegeben. Die Erklärungen für an dieser Stelle

verwendete Abkürzungen können dem Text entnommen werden. Die Zahlen rechts neben der zweiten Gel-

dimension geben die Größen der Untereinheiten der F0F1-ATP-Synthase von Kartoffel als Größenstandard an.
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4. Phylogenentische Analyse der mitochondrialen Prozessierungsprotease auf der

Grundlage von Sequenzvergleichen

Momentan existieren weltweit über 120 Datenbankeinträge für Proteine der Pitrilysinfamilie.

Die Vielzahl der zugänglichen 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

Aminosäuresequenzen in unterschiedliche multiple Sequenzalignments einbezogen, aus denen

unter Anwendung von Programmen des Phylip-Softwarepaketes Stammbäume berechnet

wurden. Die multiplen Alignments wurden mittels ClustalW unter Beibehaltung der

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

Bezeichnung in Stamm-
bäumen

Erklärung zur Sequenz Organismus Accesion-
Nummer

ββ-MPP
βMPP_At unvollständig, β-MPP, 101 AS Arabidopsis thaliana Z35354

βMPP_Be β-MPP, 465 AS Blastocladiella emersonii U41300

βMPP_Ce β-MPP, 485 AS Caenorhabditis elegans Z68270

βMPP_Ds unvollständig, β-MPP, 178 AS Drosophila silvestris G2618992

βMPP_Eg β-MPP, 494 AS Euglena gracilis JX0300

βMPP_Hs β-MPP, 489 AS Homo sapiens G3342006

βMPP_Le β-MPP, 466 AS Lentinula edodes Jc6525

βMPP_Lm β-MPP, 494 AS Leishmania major T02849

βMPP_Nc β-MPP, 476 AS Neurospora crassa A29881

βMPP_Oc unvollständig, β-MPP, 282 AS Ostertagia circumcincta E321112

βMPP_Rn β-MPP, 489 AS Rattus norvegicus S36390

βMPP_Sc β-MPP, 462 AS Saccharomyces cerevisiae S00552

βMPP_Sp β-MPP, 454 AS Schizosaccharomyces pombe D89152

βMPP1_St β-MPP, 530 AS Solanum tuberosum X80235

βMPP2_St β-MPP, 534 AS Solanum tuberosum X80237

αα-MPP
αMPP1_At α-MPP, 503 AS Arabidopsis thaliana G4220446

αMPP2_At α-MPP, 499 AS Arabidopsis thaliana G2062155

αMPP_Be α-MPP, 465 AS Blastocladiella emersonii G1906032

αMPP_Hs α-MPP, 528 AS Homo sapiens D21064

αMPP_Nc α-MPP, 577 AS Neurospora crassa A36442

αMPP_Os unvollständig, α-MPP, 122 AS Oryza sativa D25241

αMPP_Pf α-MPP ?, 461 AS Plasmodium falciparum X56851

αMPP_Rn α-MPP, 524 AS Rattus norvegicus A36205

αMPP_Sc α-MPP, 482 AS Saccharomyces cerevisiae S05738

αMPP_Sp α-MPP, 494 AS Schizosaccharomyces pombe O94745

αMPP1_St α-MPP, 504 AS Solanum tuberosum S23558

αMPP2_St α-MPP, 504 AS Solanum tuberosum S51590

Core I
Core I_Bpt Core I, 362 AS Bos prigenius taurus S16220
Core I_Bt Core I, 480 AS Bos taurus G302
Core I_Ce Core I, 471 AS Caenorhabditis elegans G1945498
Core I_Hs Core I, 480 AS Homo sapiens I52367
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Core I_Mm unvollständig, Core I, 144 AS Mus musculus AA172512
Core I_Sc Core I, 457AS Saccharomyces cerevisiae P07256
Core II
Core II_Bpt Core II, 453 AS Bos prigenius taurus S16221
Core II_Ce Core II, 427 AS Caenorhabditis elegans G3800907
Core II_Eg Core II, 475 AS Euglena gracilis D16672
Core II_Hii Core II, 354 AS Haematobia irritans irritans G3098295
Core II_Hs Core II, 453 AS Homo sapiens A32629
Core II_Nc Core II, 454 AS Neurospora crassa E286572
Core II_Rn Core II, 452 AS Rattus norvegicus S29510
Core II_Sc Core II, 368 AS Saccharomyces cerevisiae P07257
Core II_Sp Core II, 426 AS Schizosaccharomyces pombe P78761
SPP
SPP_At Stroma-Prozessierungsprotease,

1265 AS
Arabidopsis thaliana T03302

SPP_Ps Stroma-Prozessierungsprotease,
1259 AS

Pisum sativum U25111

NRDC
NRDC_Hs NRD-Konvertase, 1147 As Homo sapiens G2897867
NRD1C_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,

990 AS
Drosophila melanogaster A372554

IDE_Hs Insulin-Degrading Enzyme,
1019 AS

Homo sapiens A40119

IDE_Rn Insulin-Degrading Enzyme,
1019 AS

Rattus norvegicus S29509

andere eukaryotische
Proteine
AXL1_Sc AXL1-Protein, 1208 AS Saccharomyces cerevisiae S56037
Seq1_At unbekannte Funktion,

970 AS
Arabidopsis thaliana G2335108

Seq1_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

Protein, 596 AS
Eimeria bovis P42789

STE23_Sc STE23-Protein, 988 AS Saccharomyces cerevisiae S55945
PP_Sp putative Protease, 969 AS Schizosaccharomyces pombe E1314271
eubakterielle 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_Ml 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

homologes Protein, 415 AS
Bacillus subtilis G69885

PqqF_Kp PqqF, 761 AS Klebsiella pneumoniae P27508
PqqF_Kp PqqF, 829 AS Pseudomonas fluorescens S58241
Seq1_Bs 427 AS Bacillus subtilis Z80360
Seq1_Cp 942 AS Chlamydia pneumoniae B72015
Seq1_Ct 956 AS Chlamydia trachomatis B71468
Seq1_Hi 926 AS Haemophilus influenzae E64171
Seq1_Me 709 AS Methylobacterium extorquens L43135
Seq1_Mf 426 AS Mycobacterium fortuitum L25634
Seq1_Rc 421 AS Rhodobacter capsulatus RC00241
Seq1_Rhs 512 AS Rhizobium sp. G2182690
Seq1_Rip 413 AS Rickettsia prowazekii C71733
Seq1_Rsp 419 AS Rhodobacter sphaeroides /
Seq1_Sys 428 AS Synechocystis sp. D64001
Seq2_Sys 430 AS Synechocystis sp. D90908
Seq_Stp 429 AS Streptococcus pyogenes G3426365
Seq_Tm 412 AS Thermotoga maritima B72264
Proteine von Archae

Seq1_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 großen Ästen zugeordnet. Auf dem einen Ast liegen die ‚Insulin Degrading Enzymes‘,

die NRD-Konvertasen, das ‚Sporozoite Developmental Protein‘ von Eimeria Bovis, sowie die

Proteasen AXLl und Ste23 aus Saccharomyces cerevisiae und einige Proteinsequenzen mit

bislang unbekannter Funktion. Allen Sequenzen gemeinsam ist eine vollständige inverse

Zinkbindedomäne, HXXEH. Genau 77 Aminosäurreste in Richtung C-Terminus vom inver-

sen Zinkbindemotiv entfernt liegt der für die Aktivität essentielle Glutaminsäurerest, der

lediglich beim ‚Sporozoite Developmental Protein‘ von Eimeria Bovis an Position 75 nach

dem Zinkbindemotiv liegt. Diese Sequenz fällt außerdem auf, weil sie mit eine Länge von 596

Aminosäureresten wesentlich kürzer ist als alle anderen Sequenzen auf diesem Ast, welche

Längen zwischen 745 und 1208 Aminosäureresten besitzen. Im Bereich der inversen Zink-

bindedomäne sind alle Aminosäuresequenzen relativ stark konserviert. Innerhalb funktionell

gleicher oder ähnlicher Sequenzen aus verschiedenen Organismen sind zusätzliche Sequenz-
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bereiche konserviert, deren Bedeutung bisher aber nicht bekannt ist. Beispielsweise besitzen

die NRD-Konvertasen 140 Aminosäurereste vom N-Terminus entfernt eine ungewöhnliche

Abfolge von 8 bzw. 9 Glutaminsäureresten im Fall der NRD-Konvertasen von Homo sapiens

und 19 Glutaminsäureresten im Fall der NRD-Konvertase von Rattus norvegicus, die nur

durch einen anderen Aminosäurerest unterbrochen wird.

Den zweiten großen 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 Sequenzlänge von 1265 und 1259 Aminosäure-

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 großen Ast auf, die eine vergleichbare Länge besitzen,

noch zu anderen in Datenbanken eingetragenen Sequenzen.

Gemeinsam auf einem zweigeteilten Teilast liegen die β-MPP-Untereinheiten und Core I-

Proteine sowie die α-MPP-Untereinheiten.

Tiefer zweigen die Core II-Proteine in unterschiedlich abgestuften Ähnlichkeiten zu den

Core I-Proteinen und MPP-Untereinheiten ab.

Die Signifikanz der Verzweigungen ist insgesamt hoch. Auf Grund der vorliegenden Daten

können die Sequenzen dieses Stammbaumes in mindestens drei Unterfamilien eingeteilt wer-

den. Eine Unterfamilie ist die der MPP-artigen Proteine, denen alle Sequenzen mit hoher

Identität zu den β-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 können. 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 Beziehungen zwischen eukaryotischen Mitgliedern der Pitrilysinfamilie. Die

Nummern im Stammbaum geben die Häufigkeiten an, mit der eine Verzweigung in 100 analysierten Stamm-

bäumen errechnet wurde. Die verwendeten Abkürzungen sind in Tabelle 6 erklärt. Teiläste 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-

ständige inverse Zinkbindedomäne.

Auf der Grundlage des multiplen Sequenzalignments und dem daraus erstellten Stammbaum

können die analysierten eubakteriellen Vertreter der Pitrilysinfamilie im wesentlichen zwei

Gruppen zugeordnet werden (Abb. 31), deren Mitglieder sich sehr deutlich in der Länge der

Sequenzen unterscheiden. Sequenzen aus der einen Gruppe haben eine Länge von ca. 500

Aminosäureresten, wobei die andere Gruppe Proteine mit Längen zwischen 714 und 962

Aminosäureresten beinhaltet. Die kürzeren Proteine liegen im oberen Bereich des Stamm-

baums in Abbildung 31. Bei diesen Proteinen ist die Position des essentiellen Glutaminsäure-

restes konserviert und liegt 76 Aminosäurereste 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 Glutaminsäurerest

an Position 78 nach dem inversen Zinkbindemotiv. Die Sequenzen im oberen Stammbaum-

bereich sind deutlich Teilästen zugeordnet. Sequenzen einer Bakteriengruppe oder der

gleichen Art liegen teilweise auf unterschiedlichen Teilästen. Dies betrifft zum Beispiel

Proteine der α-Proteobakterien. Andererseits sind den Teilästen jeweils Proteine einer

Bakteriengruppe zugeordnet. Offensichtlich existieren in dieser Unterfamilie von Proteinen

mit inversen Zinkbindedomänen mehrere Proteingruppen mit möglicherweise ganz unter-

schiedlichen Funktionen.

Die Proteine der zweiten Gruppe sind mehreren Ästen mit unterschiedlich abgestuften

Ähnlichkeiten zu den kürzeren Sequenzen zugeordnet. Auf den Teilästen, denen die

‚längeren‘ Sequenzen zugeordnet sind, liegen ebenfalls die Proteine aus einer Bakterien-

gruppe. Die Position des essentiellen Glutaminsäurerestes ist bei den Proteinen der einzelnen

Teiläste konserviert.

Insgesamt ist die Beurteilung des Stammbaumes problematisch, da der Abstand zwischen

rezenten Eubakterien, auf Grund der verkürzten Generationszeit und früheren Abspaltung der

Eubakterien voneinander, wesentlich größer ist, als der Abstand zwischen rezenten Eu-

karyoten (Woese et al., 1990). Hinzu kommt, daß Bakterien aus einer Familie teilweise sehr

unterschiedliche ökologische Nischen besetzen und demzufolge einem anderen Selektions-

druck ausgesetzt waren.
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Abbildung 31: Stammbaum mit eubakteriellen Vertretern der Pitrilysinfamilie. Die Gruppe der ‚kürzeren‘

(oben) bzw. ‚längeren‘ (unten) Sequenzen sind in verschiedenen Grauabstufungen unterlegt. Die Nummern im

Stammbaum geben die Häufigkeiten an, mit der eine Verzweigung in 100 analysierten Stammbäumen errechnet

wurde. Hinter den Teilästen des Stammbaums sind die Namen der Bakteriengruppen angegeben, aus welchen die

Sequenzen stammen. Die verwendeten Abkürzungen sind in Tabelle 6 erklärt.
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4.3 Phylogenetische Beziehungen 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, näher bestimmt werden.

Dazu wurde aus repräsentativen 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 Einzelstammbäumen ausgewählt.

Der Gesamtstammbaum (Abb. 32) spiegelt im wesentlichen das Bild des Stammbaums für die

eukaryotischen Vertreter wider. Auf einem Ast liegen die ‚Insulin Degrading Enzymes‘, die

NRD-Konvertasen sowie die Proteasen AXLl 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 Glutaminsäurerest 77 Aminosäure-

reste vom inversen Zinkbindemotiv in Richtung C-Terminus entfernt.

Auf dem zweiten großen 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 α-Proteobakterien und Firmicutes, das putative Protein des Archae Aeropyrum

pernix und drei weitere Aminosäuresequenzen aus Eubakterien zu rechnen. Bei all diesen

Sequenzen befindet sich der essentielle Glutaminsäurerest genau 76 Aminosäurereste in

Richtung C-Terminus vom inversen Zinkbindemotiv entfernt. Im oberen Bereich teilt sich der

Ast in zwei große Nebenäste. Die Untereinheiten der Prozessierungsprotease, die Core-

Proteine und die ‚kurzen‘ putativen Proteasen der α-Proteobakterien und Firmicutes (gram-

positive Bakterien) bilden einen großen zweigeteilten Ast. Auf einem der Teiläste liegen die

Core I-Proteine, β-MPPs und die ‚kurzen‘ putativen Proteasen der α-Proteobakterien und

Firmicutes, wobei letztere wiederum gemeinsam auf einem Nebenast liegen.
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Abbildung 32 (vorherige Seite): Gesamtstammbaum, der die Beziehungen 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 Häufigkeiten an, mit der eine Verzweigung in 100

analysierten Stammbäumen errechnet wurde. Mit verschiedenen Grauabstufungen sind die Äste der drei Unter-

familien, Familie der MPP-artigen, Familie der Stroma-Prozessierungsproteasen und verwandte Sequenzen,

Familie der Insulinasen und verwandte Sequenzen, unterlegt. Zusätzlich sind aus der Familie der MPP-artigen

Vertreter nahe verwandte Sequenzen in Grauabstufungen unterlegt. Die verwendeten Abkürzungen sind in

Tabelle 6 erklärt.

Die Position einzelner Sequenzen in Stammbäumen kann durch das Hinzufügen oder Weg-

lassen von anderen Sequenzen beeinflußt 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 β-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).

Abbildung 33: Ausschnitte aus Gesamtstammbäumen mit Vertretern der Pitrilysinfamilie aus Eukaryoten, Eu-

bakterien und Archae. Gezeigt sind die Äste von Gesamtstammbäumen, auf welchen β-MPP-Untereinheiten,

Core I-Proteinen sowie Sequenzen aus α-Proteobakterien und Firmicutes eingeordnet sind. A: Die putative

Protease von Rickettsia prowazekii liegt gemeinsam mit den Core I-Proteinen und β-MPP-Untereinheiten auf

einem Teilast. B: Die Sequenzen der α-Proteobakterien sind gemeinsam mit den Core I-Proteinen und β-MPP-

Untereinheiten auf einem Teilast. Die verwendeten Abkürzungen sind in Tabelle 6 erklärt. Die Nummern im

Stammbaum geben die Häufigkeiten an, mit der eine Verzweigung in 100 analysierten Stammbäumen errechnet

wurde.

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

α-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 Aminosäuresequenzen von putativen Proteasen aus Escherichia coli.

Im wesentlichen bestätigt 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 näher 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. Außerdem wurden Merkmale in der Primärstruktur der

Proteine erkannt, die helfen können, einzelne Sequenzen den drei Unterfamilien zuzuordnen.

Die phylogenetischen Beziehungen möglichst 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 β-MPPs mit einer Gruppe eu-

bakterieller Sequenzen auf einem gemeinsamen Ast. Diese Gruppe eubakterieller Sequenzen

umfaßt drei Vertreter aus α-Proteobakterien, die bereits im Gesamtstammbaum diesem Teil-

ast zugeordnet wurden und fünf Vertreter aus Firmicutes. Die Sequenz des Core I von

Saccharomyces cerevisiae liegt an der Wurzel des Astes.

Alle α-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 II von Euglena gracilis liegen auf tiefer abzweigenden

Teilästen.

Abbildung 34 (folgende Seite): Phylogenetische Beziehungen zwischen MPP-artigen Proteinen aus Mito-

chondrien, Eubakterien und aus dem Archae, Aeropyrum pernix. Äste des Stammbaums sind mit verschiedenen

Grauabstufungen unterlegt. Eine Gruppe von acht Proteinen aus α-Proteobakterien und Firmicutes ist den

β-MPPs und Core I-Proteinen sehr ähnlich (hellgrau unterlegt). Die verwendeten Abkürzungen sind in Tabelle 6

erklärt. Die Nummern im Stammbaum geben die Häufigkeiten an, mit der eine Verzweigung in 100 analysierten

Stammbäumen 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 Primärstruktur einzelner Sequenzgruppen. Beta-MPP-Untereinheiten besitzen

eine vollständige inverse Zinkbindedomäne. Der essentielle Glutaminsäurerest befindet sich

76 Aminosäurereste in Richtung C-Terminus vom inversen Zinkbindemotiv entfernt. Die α-

MPPs besitzen keine vollständige inverse Zinkbindedomäne, wobei der erste Histidinrest

konserviert ist, der Glutaminsäurerest bei den Pilzen durch einen Asparaginsäurerest substi-

tuiert ist und der zweite Histidinrest entweder durch einen Argininrest oder Lysinrest substi-

tuiert ist. Abweichend davon ist die Aminosäuresequenz der α-MPP-Untereinheit von

Blastocladiella emersonii in diesem Sequenzbereich. Charakteristisch für die α-MPPs ist das

hochkonservierte hydrophobe Sequenzmotiv in der C-terminalen Hälfte der Proteine, mit der

Konsensussequenz LQXLXGGGGSFSXGGPGKG. Den α-MPPs wird eine Sequenz von

Plasmodium falciparum zugeordnet. Dieses Sequenz besitzt das hydrophobe Sequenzmotiv,

ähnelt den α-MPPs aber wenig im Bereich der inversen Zinkbindedomäne.

Die Core-Proteine haben ebenfalls keine vollständige inverse Zinkbindedomäne, wobei ein

Vergleich des entsprechenden Bereiches der Sequenzen von Core I- und Core II-Proteinen aus

jeweils dem gleichen Organismus zeigt, daß die inverse Zinkbindedomäne 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 große Teiläste auf,

ein Ast mit den β-MPP-Untereinheiten und den Core I-Proteinen, ein zweiter mit den α-MPP-

Untereinheiten (Abb. 35).
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Abbildung 35: Stammbaum aller MPP-Untereinheiten und Core-Proteine. Die β-MPP-Untereinheiten und

Core I-Proteinen sowie die α-MPPs und die Core II-Proteine sind in verschiedenen Grauabstufungen unterlegt.

Die verwendeten Abkürzungen sind in Tabelle 6 erklärt. Die Nummern im Stammbaum geben die Häufigkeiten

an, mit der eine Verzweigung in 100 analysierten Stammbäumen errechnet wurde.
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Auf dem Ast der β-MPP-Untereinheiten und Core I-Proteine liegt der Teilast der Sequenzen

von Tieren näher am Teilast der Sequenzen aus Pilzen als am Teilast der Sequenzen aus

Pflanzen. Die phylogenetischen Beziehungen der β-MPP-Untereinheiten spiegeln die Evolu-

tionsverwandtschaft zwischen den Organismen wider. Die β-MPP-Untereinheiten der

Mammalia sind näher mit den Core I-Proteinen der Mammalia verwandt als mit den β-MPPs

der Pilze. In abgestuften Ähnlichkeiten zweigen die β-MPP-Untereinheiten und Core I-

Proteinen der Nematoden, die β-MPP-Untereinheiten von Euglena gracilis und Leishmania

major und das Core I von Saccharomyces cerevisiea vom Ast der β-MPP-Untereinheiten und

Core I-Proteine ab.

Innerhalb der α-MPPs zeigt sich dieselbe Zuordnung der Teiläste wie bei den β-MPPs.

Sehr tief zweigen die Core II-Proteine in abgestuften Ähnlichkeiten vom Stammbaum ab,

wobei die Core II-Proteine der Tiere den übrigen Sequenzen ähnlicher sind als die der Pilze.

Die Ähnlichkeit der Core II-Proteine zu den α-MPPs ist insgesamt geringer als die Ähnlich-

keit der Core I-Proteine zu den β-MPPs.

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

1. Die Cytochrom c Reduktasen aus niederen Pflanzen

In der vorliegenden Dissertation erfolgte erstmals eine vergleichende Analyse von Cytochrom

c Reduktasen aus verschiedenen niederen Pflanzen hinsichtlich ihrer Untereinheitenkomposi-

tion und Prozessierungsaktivität.

Die Cytochrom c Reduktase-Komplexe aus dem Geweihfarn, Platycerium bifurcatum, dem

Ackerschachtelhalm, Equisetum arvense, und der zu den Chlorophyta zählenden, chlo-

roplastenfreien Alge, Polytomella spp., konnten über 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 c

Reduktase-Komplexe in sehr reiner Form gewonnen, die Präparation des Komplexes aus

Platycerium bifurcatum hingegen enthielt einige Untereinheiten der F0F1-ATP-Synthase als

Verunreinigungen.

Untersuchungen an der Cytochrom c Reduktase wurden bisher intensiv an den Komplexen

aus Rind, Hefe und Kartoffel vorgenommen (Schägger et al., 1986; Brand et al., 1994; Braun

& Schmitz, 1995c). Alle drei Komplexe enthalten 10 Untereinheiten: drei respiratorische

Proteine, zwei große Core-Proteine und fünf kleine Polypeptide. Zusätzlich enthält 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). Für die Cytochrom c Reduktase aus

Equisetum arvense konnten nun ebenfalls 10 Untereinheiten nachgewiesen werden, deren

Größen denen der Untereinheiten des Komplexes aus Kartoffel ähneln. Auch der Komplex

aus Polytomella spp. besitzt die gleiche Untereinheitenzahl (Gutiérrez-Cirlos et al., 1994). Ein

Vergleich der Untereinheitenkomposition von Cytochrom c Reduktasen aus diesen sehr unter-

schiedlichen Organismen verdeutlicht, daß die komplexe Organisation der Cytochrom c

Reduktasen innerhalb der Eukaryoten stark konserviert ist und sich wahrscheinlich sehr früh

in der Evolution der eukaryotischen Zelle entwickelt hat.

Die Elektronen-Transfer-Aktivitäten der über BN-PAGE und Elektroelution aufgereinigten

Cytochrom c Reduktasen aus S. tuberosum, P. bifurcatum, E. arvense und Polytomella spp.

wurden nicht gemessen, allerdings kann auf Grund der folgenden Daten angenommen

werden, daß die Komplexe intakt und aktiv sind. (i) Das Eisen-Schwefel-Protein, eine Unter-

einheit, die sehr leicht vom Cytochrom c Reduktase-Komplex dissoziieren kann, ist in allen

vier Komplexen durch Immunfärbung bzw. direkte Sequenzierung nachgewiesen worden. Die
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Dissoziation des Eisen-Schwefel-Proteins hätte die Inaktivierung der Elektronen-

transferaktivität zur Folge. (ii) Das apparente Molekulargewicht der Cytochrom c 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 für die intakten dimeren

Komplexe aus Hefe und Rind unter identischen Bedingungen festgestellt wurden (Schägger 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 Aktivität 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, daß die Core I-Untereinheiten der Cytochrom c Reduktasen aus höhe-

ren Pflanzen eine vollständige Metallbindedomäne besitzen und die Core II-Untereinheiten,

die für die α-MPPs charakteristische hydrophobe Domäne aufweisen. Um festzustellen, ob

die Prozessierungsaktivität der Cytochrom c Reduktasen von höheren Pflanzen ein generelles,

aus Sicht des Modells zur Co-Evolution der mitochondrialen Prozessierungsprotease und

Cytochrom c Reduktase (Braun & Schmitz, 1995b) ursprüngliches Merkmal von allen Pflan-

zen ist, wurde die Prozessierungsaktivität der Cytochrom c-Reduktasen aus den drei niederen

Pflanzen P. bifurcatum, E. arvense und Polytomella spp. überprüft. Das Ergebnis des

Prozessierungsenzymtests war überraschend. In Übereinstimmung mit den Daten von höheren

Pflanzen besitzen die Cytochrom c Reduktasen des Farns P. bifurcatum und des Schachtel-

halms E. arvense Prozessierungsaktivität. Für den Proteinkomplex der chloroplastenfreien

Alge, Polytomella spp. konnte jedoch keine proteolytische Aktivität 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 folgendermaßen interpretieren. MPP ist ein Heterodimer, dessen Untereinheiten in

den ursprünglichen Mitochondrien Teil des Cytochrom c Reduktase-Komplexes waren. Die

Situation ist in allen grünen Pflanzen erhalten. Eine Duplikation des α-mpp-Gens führte zur

Entstehung des Core II und die Duplikation des β-mpp-Gens war der Auslöser zur Entstehung

des Core I. Beide Genduplikationen fanden in den Säugetieren und in Hefe statt, aber nur eine

Genduplikation ereignete sich in Neurospora crassa, Euglena gracilis und Polytomella spp..

In Anbetracht der Phylogenie der Eukaryoten müssen sich diese Genduplikationen einige

Male unabhängig voneinander ereignet haben (Brumme et al., 1998). Diese Theorie wird

durch die Tatsache gestützt, daß 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

Ablösung der MPP-Untereinheiten von der Cytochrom c Reduktase kam. Eine mögliche Er-

klärung ergibt sich aus der Tatsache, daß 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 veränderten Selek-

tionsdruck auf die Mitochondrien zur Folge (Brumme et al., 1998).

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

geführt.

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

tion der komplexen Cytochrom c Reduktasen höherer Eukaryoten wider?

Die komplexe Organisation der Cytochrom c Reduktase von Eukaryoten ist nach heutigem

Wissensstand offensichtlich stark konserviert und hat sich bereits sehr früh 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 Aufklärung der Ursachen für diesen quantitativen Sprung in der Komplexität der

Cytochrom c Reduktase sind die Strukturen von Cytochrom c Reduktasen aus sehr früh in der

Evolution von den Haupteukaryotenlinien abzweigenden Organismen, beispielsweise

Reclinomonas, Malawinomas oder Jacoba, Protisten aus der Gruppe der Jacobids, besonders

interessant. Die Ursachen für die Entstehung der komplexen Cytochrom c Reduktasen von

Eukaryoten stehen in unmittelbaren Zusammenhang mit der Co-Evolution der mitochon-

drialen Prozessierungsprotease und der Cytochrom c Reduktase.

Vorarbeiten zur Isolation der Cytochrom c Reduktase aus Reclinomonas americana sind be-

reits geleistet worden. Es wurden Mitochondrien aus R. americana isoliert und mitochon-

driale Proteinkomplexe über BN-PAGE aufgetrennt. Auf Grund der Untereinheitenkomposi-

tion zweier Proteinkomplexe kann vermutete werden, daß es sich bei einem der Komplexe um

die Cytochrom c Reduktase handelt. Da dieser Komplex im BN-Gel offensichtlich gemein-

sam mit einem weiteren Komplex, wahrscheinlich der F0F1-ATP-Synthase, in einer Bande

aufgetrennt wird, ist eine zweifelsfreie Zuordnung der Untereinheiten bisher nicht möglich

gewesen. Beide Enzymkomplexe enthalten potentiell Untereinheiten mit Größen von ca. 50

kDa. Im Fall der F0F1-ATP-Synthase sind es die α- und die β-Untereinheiten und im Fall der
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mitochondrialen Prozessierungsprotease handelt es sich um α-MPP und β-MPP. Anhand von

zweiten Geldimensionen sind mindestens zwei Proteine mit Größen von ca. 50 kDa unter-

scheidbar, die Bestandteile der beiden Proteinkomplexe sein könnten. 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 aufklären und damit neue

Einblicke in die Co-Evolution der mitochondrialen Prozessierungsprotease und der Cyto-

chrom c Reduktase erlauben.

3. Die charakteristische hydrophobe Domäne der αα-MPPs

Alpha-MPPs besitzen in der C-terminalen Hälfte eine ca. 20 Aminosäurereste lange hydro-

phobe Domäne mit der Konsensussequenz LQXLXGGGGSFSXGGPGKG. Da diese Domäne

charakteristisch für die α-MPP-Untereinheiten ist und offensichtlich in anderen Proteinen der

Pitrilysinfamilie nicht vorkommt, wird vermutet, daß sie für die spezielle Funktion der α-

MPPs eine Bedeutung hat (Braun & Schmitz, 1995b).

Das Core I-Protein aus der Cytochrom c Reduktase von Neurospora crassa besitzt eine voll-

ständige inverse Zinkbindedomäne. Es ist identisch mit der β-Untereinheit der mitochon-

drialen Prozessierungsprotease. Trotzdem hat die Cytochrom c Reduktase von Neurospora

crassa keine proteolytische Aktivität. Die Ursachen dafür konnten durch die Isolation und

Sequenzierung der core II-cDNA von Neurospora crassa und die Ableitung der entsprechen-

den Aminosäuresequenz für das Core II aufgeklärt werden. Wie bereits postuliert, weist das

Core II von Neurospora crassa die konservierte hydrophobe Domäne 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 α-MPP-

Untereinheit der mitochondrialen Prozessierungsprotease.

Durch den gezielten Austausch eines Bereichs des Core II-Proteins gegen die hydrophobe

Domäne eines α-MPPs sollte das Core II so verändert werden, daß es partiell oder vollständig

die Funktion des α-MPP bei der Prozessierung von Vorläuferproteinen übernehmen kann.

Auf diese Weise sollte die Prozessierungsaktivität der Cytochrom c Reduktase von N. crassa

rekonstituiert werden und damit der Beweis erbracht werden, daß das Core II tatsächlich ein

Relikt der α-MPP-Untereinheit der mitochondrialen Prozessierungsprotease ist. Die gezielt

veränderte core II-cDNA wurde in Neurospora crassa transformiert, ihre Integration in das

Genom von Neurospora crassa konnte durch Southern Blot Analyse und ihre Expression über
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Northern Blot Analyse nachgewiesen werden. In Prozessierungsenzymtest wurde eine spe-

zifische, durch EDTA hemmbare Prozessierungsaktivität der aufgereinigten Cytochrom c

Reduktasen aus den Transformanten gegenüber dem Vorläuferprotein der β-Untereinheit des

F0F1-ATP-Synthase-Komplexes aus Saccharomycses cerevisiae nachgewiesen. Da diese

Aktivität auch für die aufgereinigte Cytochrom c Reduktase-Fraktion des Wildtyps in

Kontrollversuchen gezeigt wurde, kann nicht entschieden werden, ob die Prozessierungs-

aktivität der Transformanten auf die Wirkung des gezielt veränderten Core II zurückzuführen

ist. Die Ursachen für die Prozessierungsaktivität der Cytochrom c Reduktase des Wildtyps

konnte bisher nicht aufgeklärt werden. Fest steht allerdings, daß die Cytochrom c Reduktase

von Neurospora crassa allein keine Prozessierungsaktivität besitzt, in Verbindung mit der α-

MPP-Untereinheit der mitochondrialen Prozessierungsprotease jedoch zur Umwandlung von

Vorläuferproteinen in ihre reifen Formen in der Lage ist (Schulte et al., 1989). Demnach kann

die Prozessierungsaktivität der Cytochrom c Reduktase des Wildtyps zwei Ursachen haben.

Zum einen kann die Cytochrom c Reduktase bedingt durch die Präparation mit der α-MPP-

Untereinheit verunreinigt sein. Zum anderen besteht die Möglichkeit, daß es bei der Präpa-

ration der Mitochondrien zu einer Vermischung von Proben kam, da die Mitochondrien des

Wildtyps und der Transformanten teilweise an einem Tag in sehr großen Ansätzen isoliert

wurden.

Die Verunreinigung nach zwei chromatographischen Reinigungsschritten durch die α-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 Möglichkeit vollständig auszuschließen wurde angestrebt, den Cytochrom c

Reduktase-Komplex aus dem aufgereinigten bc1-Subkomplex, dem aufgereinigten Eisen-

Schwefel-Protein und aus einem in E. coli exprimierten, aufgereinigten Core-Subkomplex,

bestehend aus dem gezielt veränderten Core II und β-MPP, in vitro zu assemblieren (Linke &

Weiss, 1986). Für einen in vitro assemblierten Komplex kann die Verunreinigung durch die

α-MPP-Untereinheit nahezu vollständig ausgeschlossen werden. Außerdem würde der

Komplex nur das gezielt veränderte Core II enthalten. Die Möglichkeit, daß sowohl das

gezielt veränderte als auch das authentische Core II in den Cytochrom c Reduktase-Komplex

integriert sein können, wie sie in den Cytochrom c Reduktasen der Transformanten gegeben

ist, würde nicht bestehen. Der Core-Subkomplex aus dem gezielt veränderten Core II und

dem β-MPP wurde bereits in E. coli überexprimiert und aufgereinigt. Die Überprüfung der

Prozessierungsaktivität dieses Komplexes wäre ein erstes sinnvolles Vorexperiment. Würde
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der Subkomplex keine Prozessierungsaktivität aufweisen, könnte das Ergebnis allerdings auch

so interpretiert werden, daß für die Prozessierungsaktivität eine Integration des gezielt ver-

änderten Core II und der β-MPP-Untereinheit in die Cytochrom c Reduktase erforderlich ist.

Alpha-MPP und β-MPP der mitochondrialen Prozessierungsprotease von Kartoffel benötigen

die Integration in den Cytochrom c Reduktase-Komplex für die Prozessierungsaktivität

(Emmermann et al., 1993).

Der Nachweis, daß es bei der Präparation der Mitochondrien der Transformanten und des

Wildtyps zu einer Probenvermischung kam, könnte durch isoelektrische Fokussierung der

Cytochrom c Reduktasen erbracht werden, da sich die isoelektrischen Punkte des veränderten

und des authentischen Core II um 0,4 pH-Einheiten unterscheiden.

Die endgültige Klärung der Frage, ob und wie die Einführung der charakteristischen hydro-

phoben Domäne der α-MPPs in das Core II von Neurospora crassa die Funktion dieser

Untereinheit der Cytochrom c Reduktase beeinflußt, hat aktuell einiges an Bedeutung ge-

wonnen.

Ito (1999) schlägt einen Mechanismus für die Prozessierungsreaktion vor und stellt ein

Energie-Minimierungsmodell für die räumliche Struktur eines MPP-Heterodimers vor,

welches unter Nutzung der Daten über die Anordnung der Core-Proteine im Cytochrom c

Reduktase-Komplex von Rind berechnet wurde. Auf Grund von experimentellen Daten zur

Mutation einzelner Aminosäurereste wird vorgeschlagen, daß die beiden MPP-Untereinheiten

eine sogenannte ‚Substratbindungstasche‘ bilden und multiple Substratbindungsstellen zur

Erkennung von Strukturelementen der Leitsequenzen benutzen. Die β-MPP-Untereinheit

interagiert dabei mit Aminosäureresten in der Umgebung der Schnittstelle und distalen

basischen Aminosäureresten des Vorläuferproteins, wohingegen die α-MPP-Untereinheit mit

basischen Aminosäureresten weiter am N-Terminus der Leitsequenzen in Wechselwirkung

tritt. Für die Bindung von Vorläuferproteinen mit sehr kurzen Leitsequenzen werden nur die

Substratbindungsstellen des β-MPPs genutzt. In dem berechneten Modell zur räumlichen

Struktur des MPP-Dimers befinden sich die potentiell an der Substratbindung beteiligten und

die an der Metallbindung beteiligten Aminosäurereste sowie weitere essentielle Aminosäure-

reste an der Oberfläche innerhalb eines spaltartigen Hohlraumes, der von beiden Unterein-

heiten gebildet wird. Interessant ist, daß die charakteristische hydrophobe Domäne der α-

MPPs in diesem Modell als ‚Loopstruktur‘ vorhergesagt wird, die aus der Oberfläche des

Hohlraums ragt und bis in die Umgebung des aktiven Zentrums an der β-MPP-Untereinheit

reicht. Aus diesen Daten werden zwei mögliche Bedeutungen der konservierten hydrophoben

Domäne postuliert. (i) Es ist möglich, daß der spaltartige Hohlraum in der Nähe des aktiven
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Zentrums durch die ‚Loopstruktur‘ auseinander gedrückt wird und so das aktive Zentrum erst

für die Leitsequenzen erreichbar wird bzw. die proteolytisch abgespaltene Leitsequenz und

das reife Protein nach der Prozessierungsreaktion besser vom Enzym freigegeben werden

können. (ii) Die konservierte hydrophobe Domäne präsentiert dem aktiven Zentrum die Leit-

sequenz.

Aus der Perspektive der zuerst aufgeführten möglichen Bedeutung der konservierten hydro-

phoben Domäne ergibt sich auch eine weitere Erklärung für die von Deng et al. (1998) be-

schriebene partielle Rekonstitution der Prozessierungsaktivität der Cytochrom c Reduktase

von Rind gegenüber Peptidsubstraten. Die Fähigkeit zur proteolytischen Spaltung von

Peptidsubstraten wurde durch die Behandlung des Komplexes mit Triton X-100 in Konzen-

trationen, welche die strukturelle Integrität des Komplexes aufheben, erreicht. Begründet

wurde dieser Effekt damit, daß die Leitsequenz des Eisen-Schwefel-Proteins, die in der Cyto-

chrom c 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 könnte auch oder zusätzlich

dazu die Bindung der Untereinheiten aneinander so lockern, daß der enge Spalt mit dem ak-

tiven Zentrum insgesamt leichter zugänglich ist und so das Fehlen der ‚Loopstruktur‘, die in

der mitochondrialen Prozessierungsprotease eine Art ‚Spacerfunktion‘ übernimmt, kompen-

siert.

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

die sich ursprünglich im Cytosol von Bakterien befand, entwickelt?

Durch die vollständige Sequenzierung von bisher 17 eubakteriellen Genomen und durch

weitere 71 begonnenen Projekte zur vollständigen Sequenzierung eubakterieller Genome

wurde in den letzten zwei Jahren eine Vielzahl von offenen Leserahmen, die für Vertreter der

Pitrilysinfamilie kodieren, identifiziert (Kapitel III/4.2). Viele dieser offenen Leserahmen

kodieren auch für putative Proteasen mit MPP-artigem Charakter. Aus der Position dieser

putativen Proteasen in Stammbäumen mit Vertretern der Pitrilysinfamilie kann auf eine enge

Verwandtschaft zu den Core-Proteinen und MPP-Untereinheiten geschlossen werden (Kapitel

IV/4.3; Kapitel IV/4.4). Eine Gruppe von putativen Proteasen, von denen drei aus α-

Proteobakterien und fünf aus Firmicutes stammen, weisen eine besonders große Ähnlichkeit

zu den β-MPPs und Core I-Proteinen auf, wobei die Verwandtschaft der Sequenzen aus den

α-Proteobakterien, insbesondere einer putativen Protease aus Rickettsia prowazekii zu den β-
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MPPs, am engsten ist. Unter Einbeziehung der Auffassung, daß die rezenten α-Proteobakte-

rien und die Mitochondrien einen gemeinsamen α-proteobakteriellen Vorfahren aus der

Rickettsia-Untergruppe, zu der auch Rickettsia prowazekii gehört, besaßen (Gray, 1998), kann

mit einer relativ großen Wahrscheinlichkeit angenommen werden, daß sich die mitochon-

driale Prozessierungsprotease aus einer Protease dieses gemeinsamen Vorfahren entwickelt

hat.

Ein DNA-Klon, der für eine putative Protease aus Rhodobacter sphaeroides mit großer

Ähnlichkeit zu den β-MPPs kodiert, wurde aus einer genomischen DNA-Bank isoliert. Die

Sequenz des offenen Leserahmens und die daraus abgeleitete Aminosäuresequenz wird

erstmals in der vorliegenden Dissertation präsentiert. Der offene Leserahmen wurde in E. coli

überexprimiert und das entsprechende rekombinante Protein konnte isoliert und zur Her-

stellung spezifischer Antikörper verwendet werden. Mit Hilfe der spezifischen Antikörper

wurde ein Protein im über 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 Aminosäuresequenz gut überein. In BN-Gelen wurde das Protein nahe der

Lauffront aufgetrennt. Es ist offensichtlich nicht in einen Proteinkomplex integriert. Ein

Hydrophobizitätsprofil nach Kyte und Doolittle (1982) weist die aus dem offenen Lese-

rahmen abgeleitete Aminosäuresequenz als hydrophil aus. Auf Grund dieser Daten ist es

wahrscheinlich, daß es sich bei dem detektierten Protein um eine lösliche MPP-artige

Protease handelt. Der endgültige Beweis dafür muß allerdings noch erbracht werden und wäre

ein Indiez für die These, daß sich MPP aus einer löslichen Protease entwickelt hat. Die Iso-

lation und Charakterisierung der potentiellen MPP-artigen Protease aus Rhodobacter

sphaeroides wird möglicherweise Hinweise darauf geben, warum eine Protease aus einem

Vorfahren der Mitochondrien das Potential zur Entwicklung der Prozessierungsaktivität

besaß.

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 IV/4.3):

die Familie MPP-artiger Proteine, zu welcher die Core-Proteine und MPP-Untereinheiten

gehören, die Familie der Stroma-Prozessierungsproteasen und die Familie der Insulinasen.
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Es wurde gezeigt, daß sich die phylogenetischen Beziehungen einzelner Proteine zum Teil

bereits an einfachen Merkmalen in der Primärstruktur widerspiegeln. Zu diesen Merkmalen

zählt die Länge der Aminosäuresequenz und die genaue Position eines an der Metallbindung

beteiligten essentiellen Glutaminsäurerestes in Bezug auf das inverse Zinkbindemotiv. So

befindet sich dieser essentielle Glutaminsäurerest bei den MPP-artigen Mitgliedern der

Pitrilysinfamilie, abgesehen von einzelnen Ausnahmen, genau 76 Aminosäurereste in

Richtung C-Terminus vom inversen Zinkbindemotiv entfernt und bei den Mitgliedern der

Insulinase-Familie in der Regel genau 77 Aminosäurereste vom inversen Zinkbindemotiv ent-

fernt. Die Konservierung des essentiellen Glutaminsäurerestes an einer ganz bestimmten

Position ist unter der Prämisse einer divergenten Evolution für nahe verwandte Sequenzen

auch zu erwarten, da man eine geringe Tolerierung von Substitutionen essentieller

Aminosäurereste voraussetzen muß.

Die Ähnlichkeiten zwischen Mitgliedern der drei Unterfamilien ist im Bereich der inversen

Zinkbindedomäne hoch. Ein gemeinsamer Ursprung ist zumindest für die MPP-artigen

Proteine und die N-terminalen Hälften 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 Ähn-

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 muß

allerdings auf Grund der kurzen Generationszeiten bei Eubakterien und frühen Abspaltung

dieser voneinander kritisch betrachtet werden. Obwohl die Stroma-Prozessierungsproteasen

eine vergleichbare Länge zu den Proteinen der Insulinase-Familie besitzen, weisen sie einen

höheren Homologiegrad zu den MPP-artigen Proteinen auf. Ursache dafür könnte eine engere

Verwandtschaft dieser Unterfamilien oder auch eine teilweise konvergente Entwicklung auf

Grund der sehr ähnlichen Funktionen, das Abtrennen von Leitsequenzen, sein.

Bisher wurde nur ein offener Leserahmen, der für ein Protein der Pitrilysinfamilie kodiert, in

einem Archaebakterium, Aeropyrum pernix, identifiziert. Daraus könnte geschlußfolgert

werden, daß bereits in dem gemeinsamen Vorfahren aller Organismen der drei Urreiche

Eukarya, Eubakteria und Archaea MPP-artige Proteasen existierten und diese möglicherweise

sogar der Ausgangspunkt zur Entwicklung der Pitrilysinfamilie waren. Unterstützt würde

diese Theorie dadurch, daß gerade die Proteine der Unterfamilie MPP-artiger Proteasen in

weit auseinanderentwickelten Eubakterien sehr ähnlich sind und sich evolutionär im Ver-

gleich zu den Mitgliedern der anderen Unterfamilien äußerst konservativ verhalten. Da jedoch
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bereits fünf Genome von Archae vollständig und 10 teilweise sequenziert wurden, scheinen

Gene für Proteine der Pitrilysinfamilien in Archae eher eine Ausnahme zu sein. Deshalb ist

die Sequenz aus Aeropyrum pernix möglicherweise ein weiteres Indiz für 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 Möglichkeiten zur Evolution der Pitrilysinfamilie konstruieren,

die allerdings aktuell differenziert zu beurteilen sind. Bei einer Möglichkeit kann die eher

traditionelle Hypothese zur Entstehung der eukaryotischen Zelle zu Grunde gelegt werden,

die davon ausgeht, daß 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 Längen und Funktionen entwickelt. Die mitochondriale

Prozessierungsprotease hat sich im Zuge der Endosymbiose eines α-Purpurbakteriums mit der

urkaryontischen Zelle aus einer Protease des Endosymbionten entwickelt (Buchsteiner, 1998).

Gegen dieses Modell spricht in erster Linie, daß bisher kein Mitglied der Insulinase-Unter-

familie in Archae gefunden wurde. Würde man als Urprotein ein Mitglied der Unterfamilie

der MPP-artigen Proteine postulieren, könnte das Vorhandensein von Vertretern der

Insulinase-Unterfamilie im Cytosol der Eukaryoten nicht erklärt werden. Aussagen über die

Herkunft der Stroma-Prozessierungsproteasen sind auf Grund des bisherigen Kenntnisstandes

rein spekulativ. Denkbar ist, daß sie sich im Zuge der Endosymbiose eines Cyanobakteriums,

die zur Entstehung der Chloroplasten führte, aus einer Protease des Endosymbionten

entwickelt hat.

Die Hydrogen-Hypothese zur Entstehung der eukaryotischen Zelle (Martin & Muller, 1998)

erklärt den archaeähnlichen genetischen Apparat der Eukaryoten und die Ähnlichkeiten von

Komponenten des Energiestoffwechsels der Eukaryoten zum Metabolismus der Eubakterien

sowie distinkte Charakteristika der Eukaryoten. Aus Sicht der Hydrogenhypothese könnte

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 zunächst mit dem Ziel dessen Ernährung zu sichern fast vollständig übernahm und
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infolge dessen seinen eigenen Stoffwechsel verlor, besaßen die Proteine, aus denen sich die

cytoplasmatischen Vertreter der Pitrilysinfamilie entwickelt haben, möglicherweise ursprüng-

lich wichtige Funktionen im Stoffwechsel des eubakteriellen Syntrophiepartnerns. Gestützt

wird dieser Gedanke dadurch, daß viele eukaryotische Vertreter der Pitrilysinfamilie vermut-

lich wichtig für die Regulation von grundlegenden Stoffwechselfunktionen sind. Leider sind

die genauen Funktionen von Vertretern der Pitrilysinfamilie, insbesondere bei Eubakterien,

nicht hinreichend erforscht, so daß sich momentan kein unmittelbarer Zusammenhang be-

weisen läßt. 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 Bestätigung bzw. Erweiterung des von Braun und

Schmitz (1995b) entwickelten Modells zur Evolution der MPP-Untereinheiten und Core-

Proteine heranziehen.

So kann mit großer Wahrscheinlichkeit angenommen werden, daß sich die mitochondriale

Prozessierungsprotease aus einer Protease, die bereits in einem Vorfahren der Mitochondrien

aus der Gruppe der α-Proteobakterien existierte, entwickelt hat (Kapitel IV/4.). Bisher gibt es

allerdings keine Hinweise darauf, daß in den Vorfahren der Mitochondrien bereits Proteine

existierten, die den Ausgangspunkt für die Entwicklung des dimeren Komplexes aus α-MPP

und β-MPP bildeten. Es wurden zwar in einigen Eubakterien jeweils zwei MPP-artige

Proteine identifiziert, keines dieser Proteine weist jedoch die charakteristische hydrophobe

Domäne der α-MPPs auf. Auch aus Stammbäumen geht nicht hervor, daß es eine Gruppe von

bakteriellen Proteinen gab, aus denen sich direkt die α-MPP-Untereinheiten entwickelt haben

könnten. Da MPP bei allen bisher daraufhin untersuchten Organismen als Heterodimer zweier

strukturell sehr ähnlicher Untereinheiten vorliegt, erscheint dagegen sicher, daß sich die

beiden Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease infolge eines Duplika-

tionsereignisses eines Ur-MPPs bereits sehr früh in der Evolution der Mitochondrien ent-

wickelt haben. Es kann jedoch nicht vollständig ausgeschlossen werden, daß dieses Duplika-

tionsereignis bereits in dem Vorfahren der Mitochondrien stattfand.
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Das Modell von Braun und Schmitz (1995b) geht außerdem davon aus, daß weitere Gen-

duplikationen die Grundlage für die Entstehung der Core-Proteine der Cytochrom c

Reduktase waren und die Core-Proteine Relikte der Untereinheiten der mitochondrialen

Prozessierungsprotease sind. Aus Vergleichen der Primärstrukturen von über vierzig Core-

Proteinen und MPP-Untereinheiten geht die große Ähnlichkeit der Core-Proteine zu den

Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease hervor (Kapitel IV/4.4).

Auffallend ist dabei, daß alle β-MPPs eine vollständige inverse Zinkbindedomäne besitzen. In

den α-MPPs und Core-Proteinen sind die inversen Zinkbindedomänen dagegen in der Regel

unvollständig. In den höheren 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 Prozessierungsaktivität. Für die Core-Proteine der Cytochrom c Reduktasen von

höheren Pflanzen wurde bewiesen, daß sie identisch mit den Untereinheiten der mitochon-

drialen Prozessierungsprotease sind (Braun et al., 1992; Eriksson et al., 1994; Braun et al.,

1995). Diese Daten können als Indizien dafür gewertet werden, daß die Core-Proteine Relikte

der Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease sind. Aufgrund der Ein-

ordnung in Stammbäumen (Abb. 34, 35), und der Tatsache, daß Core I und β-MPP in

Neurospora crassa identische Proteine sind, kann davon ausgegangen werden, daß die Core I-

Proteine evolutionäre Relikte der β-MPPs sind. Möglich ist auch, daß die Core II-Proteine

Relikte der α-MPPs sind. Unter der Annahme, daß sich die postulierten Genduplikationen

mehrere Male unabhängig voneinander ereigneten, läßt 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 Ablösen der mitochondrialen

Prozessierungsprotease von der Cytochrom c Reduktase kam und bei anderen nicht, so fällt

auf, daß insbesondere bei Arten denen die Chloroplasten fehlen, die Prozessierungs-

eigenschaft der Cytochrom c Reduktase durch eine teilweise oder vollständige Ablösung der

aktiven MPP-Untereinheiten verloren gegangen ist. Dies könnte mit einem veränderten

Selektionsdruck auf die Mitochondrien von Landpflanzen, Organismen mit Chloroplasten als

zweiten Organellen-Typ, der am Energiehaushalt der Zelle beteiligt ist, erklärt 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 α-

MPP und β-MPP, (2) Genduplikation und Evolution von α-MPP und Core II, (3) Genduplikation und Evolution

von β-MPP und Core I. Die Äste des Baumes zeigen Wege gemeinsamer Abstammung, aber ihre Länge 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 mögliche Hypothese, die nicht alle be-

kannten Daten gleichermaßen gut erklärt.

So sind die diskutierten Ursachen für die vorgeschlagene Richtung der Evolution in erster

Linie spekulativ.
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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 ständig oder auch

zeitweise ein Kontakt bestand. Als Indizienbeweis dafür müßte gezeigt werden, daß in

höheren Pflanzen dieser Kontakt gegeben ist. Bisher gibt es keinerlei Hinweise darauf.

Auffallend ist allerdings, wie bereits von Braun und Schmitz (1995b) bemerkt wurde, daß 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 Fettsäurebiosynthese von Bakterien beteiligt ist (Runswick et al., 1991;

Sackmann et al., 1991). Möglicherweise 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 möglicherweise eine grundlegende Voraussetzung

für die Evolution mehrzelliger Eukaryoten mit spezialisierten Zellen bildeten.

(ii) Als Ursache für das Ablösen der Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-

protease vom Cytochrom c Reduktase-Komplex bei den Mammalia und bei Hefe wird von

Braun und Schmitz (1995b) die Notwendigkeit gesehen, Proteinimport und Atmung unab-

hängig voneinander zu regulieren. Diese Argumentation ist insofern mißverständlich, als daß

nicht zwischen kurzfristiger Regulation enzymatischer Aktivitäten und Adaption von

Stoffwechselfunktionen an veränderte Lebensbedingungen unterschieden wird. Für die beiden

Enzymaktivitäten der Cytochrom c Reduktase bei Pflanzen wurde nachgewiesen, daß sie

völlig unabhängig voneinander sind und demnach auch unabhängig voneinander reguliert

werden können (Emmermann & Schmitz, 1993; Braun & Schmitz, 1995c). Als Adaption an

anaerobe Lebensbedingungen besitzen Hefezellen die einmalige Fähigkeit, die Bildung neuer

Atmungskettenproteinkomplexe zu unterdrücken während der Proteinimport in die Mitochon-

drien aufrechterhalten werden muß. In diesem Sinne scheint naheliegend, daß das Ablösen der

mitochondrialen Prozessierungsprotease von der Cytochrom c Reduktase vorteilhaft war.

Braun und Schmitz (1995b) postulieren, daß die Entwicklung eines autonomen

Prozessierungsenzyms in Mammalia eine notwendige Voraussetzung für die Anpassung des

Stoffwechsels an schnell wechselnde Energiebedürfnisse war ohne das der Proteinimport

dabei beeinflußt wird. Sinnvoll ist diese Überlegung dann, wenn davon ausgegangen wird,

daß durch eine adaptationsbedingte Abnahme des Cytochrom c Reduktase-Gehaltes in den
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Membranen die an die Cytochrom c Reduktase gebundenen Untereinheiten der mitochon-

drialen Prozessierungsprotease für den Proteinimport limitierend werden. Bisher ist die

Regulierung der Atmungskette allerdings kaum erforscht und es ist wenig darüber bekannt, ob

und wie sie auch auf der Ebene der Genexpression und der Regulation der Lebensdauer

einzelner Komponenten erfolgt. Außerdem kommt das in Neurospora crassa zu 75 % an die

Cytochrom c Reduktase gebundene β-MPP ca. 15 mal häufiger vor als das in der Matrix ge-

löste α-MPP. Die enzymatische Aktivität der mitochondrialen Prozessierungsprotease in

Neurospora crassa ist in der Matrix lokalisiert. Dieses Beispiel impliziert, daß die an die

Cytochrom c Reduktase gebundenen Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-

protease möglicherweise eher in einem großen ‚Überschuß‘ vorliegen. Zusätzlich könnte man

vermuten, daß an sinkende Energiebedürfnisse der Zelle auch die Anforderungen an den

Proteinimport in die Mitochondrien adaptiert werden, daß heißt es werden weniger Proteine

importiert.

Außerdem 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 ähnlicher

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 Zinkbindedomäne der α-MPPs, so

fällt auf, daß die α-MPPs an Stelle des kompletten inversen Zinkbindemotivs HXXEH die

Sequenzen HXXDR oder HXXEK besitzen. Im Sinne der Funktion können die statt-

gefundenen Aminosäuresubstitutionen zum authentischen inversen Zinkbindemotiv als

‚konservative Austausche‘, welche die Funktion möglicherweise teilweise erhalten, betrachtet

werden. Warum fanden diese ‚konservativen Austausche‘ statt und keine zufälligen

Aminosäuresubstitutionen? (ii) Ebenfalls interessant ist, daß zwar β-MPP neben Core II

gemeinsam in der Cytochrom c Reduktase vorliegt aber α-MPP niemals neben Core I. Ist dies

ein Zufall oder ist die Tendenz zur Bildung eines löslichen α-MPPs stärker als die zur

Bildung eines löslichen β-MPPs? Kann dieser Unterschied möglicherweise aus der Funktion

von α-MPP erklärt 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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(i) Nurani et al. (1997) fanden in Prozessierungs-Enzymtests mit radioaktiv markierten

Vorläuferproteinen die Aktivität der mitochondrialen Prozessierungsprotease von

Chlamydomonas reinhardtii in der mitochondrialen Matrixfraktion. Nur eine vergleichsweise

sehr geringe Restaktivität wurde in der mitochondrialen Membranfraktion nachgewiesen.

Dies war Anlaß für die Vermutung, daß die mitochondriale Prozessierungsprotease von

Chlamydomonas reinhardtii ein lösliches Enzym und nicht wie bei höheren Pflanzen

Bestandteil der Cytochrom c Reduktase ist. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß die

Cytochrom c Reduktase von Polytomella spp. keine Prozessierungsprotease ist.

Chlamydomonas reinhardtii und Polytomella spp. sind nahe verwandte Grünalgen und

gehören zu den Chlorophyceae. Chlamydomonas reinhardtii besitzt aber Chloroplasten.

Möglicherweise ist die mitochondriale Prozessierungsprotease in allen Chlorophyta unab-

hängig von der Cytochrom c Reduktase in der mitochondrialen Matrix gelöst. Zumindest

bestätigen die für die Prozessierungsaktivität von Chlamydomonas reinhardtii ermittelten

Daten nicht die These, daß ein veränderte Selektionsdruck durch das Vorhandensein von

Chloroplasten generell zum Verbleib der Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungs-

protease in der Cytochrom c Reduktase führt.

(ii) Es existieren Berichte von einer zusätzlichen Matrix-lokalisierten mitochondrialen

Prozessierungsprotease in den Mitochondrien von Sojabohne und Spinat (Szigyarto et al.,

1998). Die Autoren fanden in Prozessierungs-Enzymtest mit radioaktiv markierten Vorläufer-

proteinen eine Prozessierungsaktivität in der mitochondrialen Matrixfraktion mit einer leicht

veränderten Sensitivität gegenüber Inhibitoren im Vergleich zur MPP-Aktivität der Cyto-

chrom c Reduktase. Die leicht veränderte Sensitivität gegenüber Inhibitoren soll derjenigen

des löslichen MPP von Neurospora crassa ähneln. Mit Antikörpern, welche gegen das β-MPP

von Neurospora crassa gerichtet sind, wurden entsprechende Proteine in der mitochondrialen

Matrix nachgewiesen. Die Möglichkeit, daß die beobachtete enzymatische Aktivität und die

mit Antikörpern detektierten Kreuzreaktionen auf nicht assemblierte oder präparationsbedingt

herausgelöste Core-Proteine der Cytochrom c Reduktase zurückzuführen sind, wird von den

Autoren ausgeschlossen. Unter anderem führen sie die Argumente an, daß die Core-Proteine

von Kartoffel außerhalb des Cytochrom c Reduktase-Komplexes keine proteolytische Akti-

vität besitzen und daß der Cytochrom c Reduktase-Komplex von Kartoffel außergewöhnlich

stabil ist (Emmermann et al., 1993). Trotzdem kann der Beweis für das Vorhandensein einer

strukturell verschiedenen löslichen Form von der an die Cytochrom c Reduktase gebundenen

Form der mitochondrialen Prozessierungsprotease nur endgültig über eine Aufreinigung

dieses Proteins erbracht werden.
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(iii) Alpha- und β-MPP des zu den Phycomyceten gehörenden Pilzes Blastocladiella

emersonii wurden in Western Blot-Experimenten durch Immunfärbung mit spezifischen

Antikörpern 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, daß Antikörper, welche gegen die Unterein-

heiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease gerichtet sind, auch mit den Core-

Proteinen der Cytochrom c Reduktase kreuzreagieren können.

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 für die Entstehung der MPP-Untereinheiten und Core-

Proteine nur bestätigt werden, wenn weitere unabhängige Genduplikationsereignisse

postuliert werden.

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

einheiten

Ein etwas veränderter Ausgangspunkt für die Evolution der Core-Proteine und MPP-Unter-

einheiten erklärt die unterschiedliche Lokalisierung der mitochondrialen Prozessierungs-

protease in den einzelnen Organismen, einschließlich der im vorherigen Abschnitt dis-

kutierten aktuellen Daten, ohne ständig neue Genduplikationsereignisse vorauszusetzen.

Sehr früh 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 α-MPP-Untereinheiten und zwei β-MPP-Untereinheiten zu erklären. Ein

Dimer aus α-MPP und β-MPP heftete sich an den Cytochrom c Reduktase-Komplex, ein

zweites lag in der mitochondrialen Matrix vor. Prinzipiell könnte man davon ausgehen, daß

beide Dimere proteolytische Aktivität besaßen und kein extremer Selektionsdruck, der ent-

weder die lösliche oder membrangebunde Form von MPP bevorteilte, anlag. Möglicherweise

war es sogar zeitweilig für einige Organismen ein Vorteil eine membrangebundene und eine

lösliche Form von MPP zu besitzen. Andererseits wird der Verlust von Enzymfunktionen

durch Mutationen von essentiellen Aminosäureresten oder sogar durch Deletion eines Gens

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

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

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 führen zur Evolution von jeweils zwei α-MPP-

Untereinheiten und zwei β-MPP-Untereinheiten. Ein Dimer aus α-MPP und β-MPP heftete sich an den Cyto-

chrom c Reduktase-Komplex ein zweites lag in der mitochondrialen Matrix vor. (b) Degradation der an die

Cytochrom c Reduktase gebundenen α-MPP-Untereinheiten führen zur Entstehung von Core II-Proteinen. (c)

Degradation von einer oder beiden an die Cytochrom c Reduktase gebundenen Untereinheiten führen zur

Entstehung von einem Core-Protein oder beiden Core-Proteinen. (d) Degradation der an die Cytochrom c

Reduktase gebundenen Untereinheiten der mitochondrialen Prozessierungsprotease führen zur Entstehung der

Core-Proteine. Die Äste des Baumes zeigen Wege gemeinsamer Abstammung, aber ihre Länge 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 können besser erklärt werden. Bei Hefe besitzt die Cytochrom

c Reduktase Core-Proteine, wohingegen in die Cytochrom c Reduktase von Blastocladiella

emersonii nach aktuellem Kenntnisstand möglicherweise die aktiven Untereinheiten der mito-

chondrialen Prozessierungsprotease integriert sind. Diese Tatsache ist mit dem urprünglichen

Modell von Braun und Schmitz (1995b) nur erklärbar, wenn man für die Entstehung der Core

II-Proteine der Mammalia und der Core II-Proteine von Hefe und Neurospora jeweils ein un-

abhängiges Genduplikationsereignis voraussetzt. In dem veränderten Vorschlag wird lediglich

vorausgesetzt, daß die Evolution der vier Ausgangsproteine in den Organismen teilweise

unterschiedlich und unabhängig verlief. Die Existenz von Isoformen der MPP-Untereinheiten

in Kartoffel, Spinat, Weizen und vermutlich auch in Arabidopsis (dort wurden bisher zwei

Gene für α-MPP gefunden) könnten als Indizien für die vorgeschlagene Ausgangssituation

gewertet werden und könnten entweder unterschiedliche Spezifitäten in verschiedenen

Pflanzenorganen oder auch Lokalisierungen der MPP-Aktivität in der mitochondrialen Matrix

und an der Cytochrom c Reduktase erklären.

Die Aufklärung neuer struktureller und funktioneller Details von Cytochrom c Reduktasen

und mitochondrialen Prozessierungsproteasen verschiedener Eukaryoten sowie MPP-artigen

Proteasen wird weitere Einblicke in die Co-Evolution der Cytochrom c Reduktase und mito-

chondrialen Prozessierungsprotease geben. Besonders interessant sind aus dieser Perspektive

die Cytochrom c Reduktasen und mitochondrialen Prozessierungsproteasen aus sehr

ursprünglichen Protisten. Möglicherweise werden neue Erkenntnisse die postulierte Co-Evo-

lution der Core-Proteine und MPP-Untereinheiten besser nachvollziehbar machen, so daß ein

gut abgesichertes Modell vorgeschlagen werden kann.

Aktueller Nachtrag:

Nach Fertigstellung der vorliegenden Dissertation veröffentlichten 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, daß das Protein einen Regulator der

Genexpression darstellt, der vermutlich nicht direkt an DNA bindet, sondern über 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      
Seq1_Stp   : ---------------------------------------------------------MTK :   3
PPh_Bs     : ------------------------------------------------------------ :   -
Seq1_Sys   : ------------------------------------------------------------ :   -
Seq2_Sys   : ------------------------------------------------------------ :   -
PP2_Hp     : -------------------------------------------------MKHFSVKRLLG :  11
PP1_Hp     : -------------------------------------------------MKHFSVKRLLR :  11
Seq1_Rc    : ------------------------------------------------------------ :   -
Seq1_Rsp   : ------------------------------------------------------------ :   -
Seq1_Rip   : ------------------------------------------------------------ :   -
PP_Ml      : ------------------------------------------------------------ :   -
PP_Mt      : ------------------------------------------------------------ :   -
Seq1_Mf    : ------------------------------------------------------------ :   -
PP1_Stc    : -----------------------------------------------MTSRSATATARTS :  13
PP_Bs      : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Nc    : -------------------------------------------------MASRRLALNLA :  11
bMPP_Sp    : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Le    : ----------------------------------------------------------ML :   2
bMPP_Be    : ---------------------------------------------------------MLS :   3
bMPP_Sc    : -----------------------------------------------------------M :   1
bMPP2_St   : MATRHLLNLTRRRSRITPFTVLPPCITFSSRSSTSITNPSQSSSLPSPPPPDAMIYDRLA :  60
bMPP1_St   : MTIRQLLTIARRSRNLTTSHSLRRLYSAS----AAVAATSSSTPAIGPPPPDAMIYDRLA :  56
CoreI_Hs   : ---------------------------------------------------MAASVVCRA :   9
CoreI_Bt   : ---------------------------------------------------MAASAVCRA :   9
CoreI_Bpt  : ---------------------------------------------------MAASAVCRA :   9
CoreI_Mm   : ----------------------------------------------------WRRPESAE :   8
bMPP_Hs    : ------------------------------------------MAAAAARVVLSSAARGGL :  18
bMPP_Rn    : ------------------------------------------MAAAAVSRTLLPVAGRRL :  18
bMPP_Ds    : -------------------------------------------------------MALRV :   5
bMPP_Ce    : -------------------------------------------MKYRVQLFKIFYSNFRL :  17
bMPP_Oc    : ----------------------------------------------------MALRFVIG :   8
CoreI_Ce   : ----------------------------------------------------MALRLAVS :   8
bMPP_Eg    : ---------------------------------------------------------MTT :   3
bMPP_Lm    : -------------------------------------------------MLRRTSAVAAT :  11
CoreII_Nc  : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreII_Sp  : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreII_Bp  : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreII_Hs  : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreII_Rn  : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreII_Hii : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP1_St   : ----------------------MYRATSSRLRALKVRGTNRVLARFLCSTAVATKPSGGL :  38
aMPP2_St   : ----------------------MYRCASSRLSSLKARQGNRVLTRFSSSAAVATKPSGGL :  38
aMPP_OS    : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP2_At   : ----------------------MYRTAASRAKALKGILNHNFRASRYASSSAVATSSSSS :  38
aMPP1_At   : ----------------------MYRTAASRARALKGVLTRSLRPARYASSSAVAETSSST :  38
aMPP_Pf    : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP_Nc    : ------------------------------------------------MLNRFRPARLVA :  12
aMPP_Sc    : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP_Sp    : ------------------------------------------------MLSEYQCLKNIG :  12
aMPP_Be    : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP_Hs    : ------------------------------RRKMAAVVLAATRLLRGSGSWGCSRLRFGP :  30
aMPP_Rn    : ---------------------------------MATAVWAAARLLRG-SAALCARPKFGS :  26
CoreII_Sc  : ------------------------------------------------------------ :   -
Seq1_Rhs   : -------------MSEPFFRPGSGPAPGHPTAEPWRRRKRWYSPSDGRAGTARSHLPQRS :  47
CoreII_Ce  : ------------------------------------------------------------ :   -
Seq1_Tm    : ------------------------------------------------------------ :   -
PP2_Stc    : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreI_Sc   : ----------------------------------------------------------ML :   2
PP_Aa      : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreII_Eg  : ----------------------------------------------MKSVVRSKGTQALF :  14
Seq1_Ap    : ------------------------------------------------------------ :   -
Seq1_Bs    : ------------------------------------------------------------ :   -
                                                                               

t
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                      *        80         *       100         *       120      
Seq1_Stp   : LVKINYPNIDEDLYYVKLENGL------------------TVYFIKKIGFLEKTAMLTVG :  45
PPh_Bs     : -----------MKKSPTANGL------------------DVYVLPKKGFNKTYAVFTTKY :  31
Seq1_Sys   : --------MTPSLLPPRLNLP-------------------HVEVLPNGLTIIAEQMP--V :  31
Seq2_Sys   : ---MDIRLVSVQLCPTKPDFPA------------------KIFTFDQGLTLIHQDVPT-V :  38
PP2_Hp     : LSSVLLVTLGASMHAQSYLPKH------------------ESVTLKNGLQVVSVPLENKT :  53
PP1_Hp     : LSSVLLVTLGASMHAQSYLPKH------------------ESVTLKNGLQVVSVPLENKT :  53
Seq1_Rc    : --------------------MI------------------ELTTLPNGLRIVTERMPG-L :  21
Seq1_Rsp   : -------------------LTV------------------LLDTLPNGFRIVTEHMPG-L :  22
Seq1_Rip   : -----------------MKENF------------------NVSKLKNGLTILTYNMPY-V :  24
PP_Ml      : MRRSKQGAEGKAEKKAARSAGV------------------CRTTLPGGLRVVTEHLPA-V :  41
PP_Mt      : -------MPRRSPADPAAALAP------------------RRTTLPGGLRVVTEFLPA-V :  34
Seq1_Mf    : ---------------------------------------------LGGLRVVTEYIPS-V :  14
PP1_Stc    : SEARAVARTQTLIKGEHGIGTV------------------RRTTLPGGLRIVTETLPS-V :  54
PP_Bs      : --------------------MI------------------KRYTCPNGVRIVLENNPT-V :  21
bMPP_Nc    : QGVKARAGGVINPFRRGLATPHSGT--------GI---KTQTTTLKNGLTVASQYSP-YA :  59
bMPP_Sp    : ---MLRLQNLPKLVRRFATTALP---------------KTETTTLKNGLTVATEHHP-YA :  41
bMPP_Le    : GRVLKSAARSQRGLRSFATTTNLG----------P---FTEISTLSNGLTVATESQP-HA :  48
bMPP_Be    : AALRLTAKRNVRSLATASSSSYPGA--------LLNVPKTQVTRLPNGLTVATESNP-AL :  54
bMPP_Sc    : FSRTASKFRNTRRLLSTISSQIPG---------------TRTSKLPNGLTIATEYIP-NT :  45
bMPP2_St   : EQVKSKIKRLEDPNQRFLRYNSPDP-TVADHTSILSAPETKVTTLPNGLRIATESNL-SS : 118
bMPP1_St   : EDVKQKIKRLENPDSRFLQHQLTTPNFSRPHINPQLSLLRGVTTLPSGLRVGHGDNL-AV : 115
CoreI_Hs   : ATAGAQVLLRARRSPALLRTPA-LRSTATFAQALQFVPETQVSLLDNGLRVASEQS--SQ :  66
CoreI_Bt   : AGAGTRVLLRTRRSPALLRSSD-LRGTATYAQALQSVPETQVSQLDNGLRVASEQS--SQ :  66
CoreI_Bpt  : AGAGTRVLLRTRRSPALLRSSD-LRGTATYAQALQSVPETQVSQLDNGLRVASEQS--SQ :  66
CoreI_Mm   : RPAPGRKCYFAPAARRPAEVTC-LAGYRXFAQALQSVPETQVSILDNGLRVASEQS--SH :  65
bMPP_Hs    : WGFSESLLIRGAAGRSLYFGENRLRSTQAATQVVLNVPETRVTCLESGLRVASEDS--GL :  76
bMPP_Rn    : WGFTRRLPLRAAAAQPLYFGGDRLRSTQAAPQVVLNVPETQVTCLENGLRVASENS--GI :  76
bMPP_Ds    : LGVTQNLRTYMRGVEIIKR----YKSALTVKKTLLNIPATQVTQLDNGLRVASEDS--GA :  59
bMPP_Ce    : FARGGRVCESSSIRYVHLVDKTSQRRIAQVQPKSVFVPETIVTTLPNGFRVATENT--GG :  75
bMPP_Oc    : SSLRPVLNTQVR-NVAALSIKDVLAN----------QPTCEVHTLKNGFRVAAEDN--GK :  55
CoreI_Ce   : SALRPALNSQVRNASSAVSVKDVLAS----------APQAEVTTLKNGFRVVTEDN--GS :  56
bMPP_Eg    : PSLSSILRHTRPIFKETLRAARP----------------TLQNALPNGFRIASE-SK-DG :  45
bMPP_Lm    : AALPHNMTMKDPLCQQVLSRCTP----------------VVYSALPNGFRVATEYVK-DC :  54
CoreII_Nc  : --MISRSALLRGSQLALRRPAAAKTAQRGFAAAAASPAASYEPTTIAGVKVASRDD--SG :  56
CoreII_Sp  : --MKSFTRNLRRFQTPRR----------N--LHGIS----YTPKKVEGVSFAGRET--PT :  40
CoreII_Bp  : MKLLTRAGSLSRFYSLKVAPKVKATEAPAG--VPPHPQDLEFTRLPNGLVIASLEN--YA :  56
CoreII_Hs  : MKLLTRAGSFSRFYSLKVAPKVKATAAPAG--APPQPQDLEFTKLPNGLVIASLEN--YS :  56
CoreII_Rn  : MKLLSRAGSFSRFYSLKVAPKLKTSAPGG---VPLQPQELEFTKLPNGLVIASLEN--YA :  55
CoreII_Hii : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP1_St   : FS---WLTGGGSDSLPPLDFPLKDIQLPPPLPDYVEPGKTKITTLTNGLKIASEIS--AS :  93
aMPP2_St   : FS---WITGDTSSSVTPLDFPLNDVKLSPPLPDYVEPAKTQITTLANGLKVASEAS--VN :  93
aMPP_OS    : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP2_At   : ----SWLSGGYSSSLPSMNIPLAGVSLPPPLSDHVEPSKLKTTTLPNGLTIATEMS--PN :  92
aMPP1_At   : PAYLSWLSGGSRAALTSLDMPLQGVSLPPPLADKVEPSKLQITTLPNGLKIASETT--PN :  96
aMPP_Pf    : ----------MYICMYICMYIFMYIYMYICKYIYIFFFFFFFFFFFMKILHTCYIFYFFV :  50
aMPP_Nc    : QSSRCLPLTRARAGPLPVNNARTLATRAAAVNTKEPTERDNITTLSNGVRVASEDL--PD :  70
aMPP_Sc    : -------MLRNGVQRLYSNIAR--------------TDNFKLSSLANGLKVATSNT--PG :  37
aMPP_Sp    : FSHKTVLKRRLFRKECTPALKSFYSTQDP------ALNEVRTEKLKNGVTYVCDPR--PG :  64
aMPP_Be    : ---------MSPAAQLAKAAAR----------------STCMTRLPSGIRVATAPS--NS :  33
aMPP_Hs    : PAYRRFSSGGAYPNIPLSSPLPGVPKPVFATVDGQEKFETKVTTLDNGLRVASQNK--FG :  88
aMPP_Rn    : PAHRRFSSGATYPNIPLSSPLPGVPKPIFATVDGQEKFETKVTTLDNGLRVASQNK--FG :  84
CoreII_Sc  : -------MLSAARLQFAQGSVRR-------------------------LTVSARDAP--T :  26
Seq1_Rhs   : TSHDGVCSRICAFVLCMVALQFLMTSAMAADESPLREAEVANFMLGNGMEVVVIPDHR-A : 106
CoreII_Ce  : ---MRSSFVSKSAAAIKTQKPTG----------------SLKTKLNNGLKVVSQEN--NG :  39
Seq1_Tm    : ----------------------------------------MERHTVNEIEIFTIPFD-KA :  19
PP2_Stc    : ------MPMGHTATAQAGSGGLT----------------ATEHRLANGLRVVLSEDH-LT :  37
CoreI_Sc   : RTVTSKTVSNQFKRSLATAVATP---------------KAEVTQLSNGIVVATEHNP-SA :  46
PP_Aa      : -----MIKFLILGVILMVQVLTAQ--------------ELYIRDLPNGAKLIVKPRD-DT :  40
CoreII_Eg  : RRFSSALGDSINPNQVGVGDNVIRVNGRLFEVDKVQEKGLKTSVLDNGTKVITLDN--GG :  72
Seq1_Ap    : ----------------VLEDLEHG-------------------VASNGLRYGFYRVE--S :  23
Seq1_Bs    : -----------MEKKAFFQQLDER-------TDIRYTDSGLKIFRLKFP-RAHLRLCNVK :  41
                                                                               

t
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                      *       140         *       160         *       180      
Seq1_Stp   : FGSLDNKLTVD--DESRDAPAGIAHFLEHKLFE---DE-SGGDISLKFTQLGA-ETNAFT :  98
PPh_Bs     : GSIDNRFVPLGKNEMVHVPDGIAHFLEHKLFE---KA-DG-DVFQDFSKQGA-SANAFTS :  85
Seq1_Sys   : EAISFQLWLRVGSRWEGDEINGTAHFLEHMVFKGTPRL-AMGEFERAIESRGA-GTNAAT :  89
Seq2_Sys   : PVAVVDVWVRAGAIAEPDAWPGVAHLLEHMIFKGTKRV-PPGAFDQVIEYNGG-MANAAT :  96
PP2_Hp     : GVIEVDVLYKVGSRNETMGKSGIAHMLEHLNFKSTKNL-KAGEFDKIVKRFGG-VSNAST : 111
PP1_Hp     : GVIEVDVLYKVGSRNEVMGKSGIAHMLEHLNFKSTKNL-KAGEFDKIVKRFGG-VSNAST : 111
Seq1_Rc    : ASASVGVWVLAGGRHERLEQNGIAHFLEHMAFKGTKTR-TALQIAEEAIEDVGGYINAYT :  80
Seq1_Rsp   : HSASIGIWIAAGGRHERPEQNGIAHFLEHMAFKGTKTR-SALRIAEEIEDVGG-YINAYT :  80
Seq1_Rip   : HSVAINLIAKVGARYENEEEEGISHFLEHMAFKGTKTR-TAQQIAEEFDSIGG-YFNAYT :  82
PP_Ml      : RSASVGVWVGVGSRDEGATVAGAAHFLEHLLFKSTSTR-TAMDIAQAIDAVGG-ELNAFT :  99
PP_Mt      : HSASVGVWVGVGSRDEGATVAGAAHFLEHLLFKSTPTR-SAVDIAQAMDAVGG-ELNAFT :  92
Seq1_Mf    : RSASVGVWVGVGSRDEGRSVAGAAHFLEHLLFKATPTR-TAVDIAQAVDAVGG-ELNAFT :  72
PP1_Stc    : RSATFGIWAHVGSRDETPALNGATHYLEHLLFKGTRKR-SALDISSAIDAVGG-EMNAFT : 112
PP_Bs      : RSVAIGVWIGTGSRHETPEINGISHFLEHMFFKGTSTK-SAREIAESFDRIGG-QVNAFT :  79
bMPP_Nc    : QTSTVGMWIDAGSRAETDETNGTAHFLEHLAFKGTTKR-TQQQLELEIENMGA-HLNAYT : 117
bMPP_Sp    : QTATVLVGVDAGSRAETAKNNGAAHFLEHLAFKGTKNR-SQKALELEFGNTGA-HLNAYT :  99
bMPP_Le    : QTATVGVWIDAGSRAETDKTNGTAHELEHMAFKGTGRR-SQHALELEVENIGA-HLNAYT : 106
bMPP_Be    : ATATVGVWIDSGSRAETKANNGVAHFLEHISFKGTKQR-TQSGLEIEIENMGG-HLNAYT : 112
bMPP_Sc    : SSATVGIFVDAGSRAENVKNNGTAHFLEHLAFKGTQNR-SQQGIELEIENIGS-HLNAYT : 103
bMPP2_St   : QTATVGVWIDAGSRFETEENNGVAHFLEHMIFKGTEKR-PIRALEEEIENMGG-HLNAYT : 176
bMPP1_St   : KTATVGVFIDAGSRFETDETNGTAHFLEHMIFKGTEKR-TSWEMEEEIENMGG-HLNAYT : 173
CoreI_Hs   : PTCTVGVWIDVGSRFETEKNNGAGYFLEHLAFKGTKNR-PGSALEKEVESMGA-HLNAYS : 124
CoreI_Bt   : PTCTVGVWIDAGSRYESEKNNGAGYFVEHLAFKGTKNR-PGNALEKEVESMGA-HLNAYS : 124
CoreI_Bpt  : PTCTVGVWIDAGSRYESEKNNGAGYFVEHLAFKGTKNR-PGNALEKEVESMGA-HLNAYS : 124
CoreI_Mm   : ATCTVGVWIDAGSRYETEKNNGAGYFLEHLAFKGTKNR-PGNALEKEVESIGA-HLNAYS : 123
bMPP_Hs    : STCTVGLWIDAGSRYENEKNNGTAHFLEHMAFKGTKKR-SQLDLELEIENMGA-HLNAYT : 134
bMPP_Rn    : STCTVGLWIDAGSRYENEKNNGTAHFLEHMAFKGTKKR-SQLDLELEIENMGA-HLNAYT : 134
bMPP_Ds    : STATVGLWIDAGSRSENDRNNGVAHFLEHMAFKGTDKR-SQTDLELEVENMGA-HLNAYT : 117
bMPP_Ce    : STATIGVFIDAGSRYENEKNNGTAHFLEHMAFKGTPRR-TRMGLELEVENIGA-HLNAYT : 133
bMPP_Oc    : QTATVGVWIETGSRYENEGNNGVAHFLERLMHKGTSKR-ASKALESELEAIGA-RMQSYT : 113
CoreI_Ce   : ATATVGVWIETGSRFENEKNNGVAHFLERLIHKGTGKR-ASAALESELNAIGA-KLNSFT : 114
bMPP_Eg    : DTCTVGVWIDAGSRWETEKNNGVAHFLEHMNFKGTGKR-SRQDIEFGMEKMGA-HLNAYT : 103
bMPP_Lm    : PFATVGVWIDAGSRFEDIRNSGVAHFLEHMNFKGTDRY-SKSDVENLFEHRGA-HFNAYT : 112
CoreII_Nc  : PTTRLAGVAKAGTRYEP--LAGLTVGLEEFAFKNTNKR-TALRITRESELLGG-QLQAYH : 112
CoreII_Sp  : ATGSLSVVINAGSRYQP--DAGVSHLLEKFAFKTTEER-SALRITRESELLGG-QLSTQI :  96
CoreII_Bp  : PASRIGLFIKAGSRYENSNNLGTSHLLRLASSLTTKGA-SSFKITRGIEAVGG-KLSVTS : 114
CoreII_Hs  : PVSRIGLFIKAGSRYEDFSNLGTTHLLRLTSSLTTKGA-SSFKITRGIEAVGG-KLSVTA : 114
CoreII_Rn  : PLSRIGLFIKAGSRYENYNYLGTSHLLRLASTLTTKGA-SSFKITRGIEAVGG-KLSVTA : 113
CoreII_Hii : -----------------------------------------N-SGFAVTRNLQQKGG-NL :  17
aMPP1_St   : PAASIGLYVDCGSIYEAPASYGATHLLERMAFKSTLNR-SHLRIVREVEAIGG-NVTAAA : 151
aMPP2_St   : PAASIGLYVDCGSIYETPASYGATHLLERMAFKSTLNR-SHLRIVREIEAIGG-NVTASA : 151
aMPP_OS    : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP2_At   : PAASIGLYVDCGSIYETPQFRGATHLLERMAFKSTLNR-SHFRLVREIEAIGG-NTSASA : 150
aMPP1_At   : PAASIGLYVDCGSIYEAPYFHGATHLLERMAFKSTLNR-THFRLVREIEAIGG-NTSASA : 154
aMPP_Pf    : AGLYVKCGSRYEEINDKVNEQGMSVMLENMAFHSTAHL-SHLRTIKSLEKIGA-TVSCNA : 108
aMPP_Nc    : AFSGVGVYIDAGSRYENDYVRGASHIMDRLAFKSTSSR-TADEMLETVEKLGG-NIQCAS : 128
aMPP_Sc    : HFSALGLYIDAGSRFEGRNLKGCTHILDRLAFKSTEHV-EGRAMAETLELLGG-NYQCTS :  95
aMPP_Sp    : HFSGLGVYVKAGSRYETKKFSGVSHFMDRLAFQATERT-PVGEMKAKLENLGG-NYMCST : 122
aMPP_Be    : HFAAVGVYVDAGPIYETSIDRGVSHFVSSLAFKSTHGA-TESQVLKTMAGLGG-NLFCTA :  91
aMPP_Hs    : QFCTVGILINSGSRYEAKYLSGIAHFLEKLAFSSTARFDSKDEILLTLEKHGG-ICDCQT : 147
aMPP_Rn    : QFCTLGILINSGSRYEAKYLSGIAHFLEKLAFSSTARFDSKDEILLTLEKHGG-ICDCQT : 143
CoreII_Sc  : KISTLAVKVHGGSRYATK--DGVAHLLNRFNFQNTNTR-SALKLVRESELLGG-TFKSTL :  82
Seq1_Rhs   : PIVTQMIWYKVGNADEPPGKSGIAHFLEHLMFKGTKKH-PSGEFSAKIAEIGG-EENAFT : 164
CoreII_Ce  : AISQLILAFRAGSRYEKVTQPGLVHHVRNFVGRDAQSY-PGLQLVWSSAASGA-NLNSFA :  97
Seq1_Tm    : RTISCAFLIKKGSAHEPEELAGISHFIEHMAFRGTKSY-DHFSLKYTVEVVGG-TLNAFT :  77
PP2_Stc    : PVAAVCLWYDVGSRHEVKGRTGLAHLFEHLMFQG-SAQVKGNGHFELVQGAGG-SLNGTT :  95
CoreI_Sc   : HTASVGVVFGSGAANENPYNNGVSNLWKNIFLS---------KENSAVAAKEGLALSSNI :  97
PP_Aa      : EAVALHVWFRVGSVYEKYDEKGMAHFLEHMLFNGTEKY-KYGEIDRIIESLGG-NINAGT :  98
CoreII_Eg  : SVAQLTFLYKDGPVYENIFNAGISSFMKHALTKDGLTS-SEYITKTFLQKAGIIVHEPTV : 131
Seq1_Ap    : ESAAICIAARGGSSFEPPGKYGIAHLTEHMIFRGNE-YLQDGELDRAVELSGG-EANAYT :  81
Seq1_Bs    : IDFGSRDVCIRAESGDTLLPYGTAHFLEHLLFWHN-----GRNLYSDFFAHGA-LLNAFT :  95
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Seq1_Stp   : TFNQTSFFFSTASK-FQENLELLQYFVL--SA-NITDESVSREKKIIGQEIDMYQDD--A : 152
PPh_Bs     : FTRTAYLFSSTSN-VERNLETLIDFVQ--DP-YFTEKTVEKEKGIIGQEINMYDDN--PD : 139
Seq1_Sys   : SQDYTQFYFTSAPQDFEHLAPLQLDVVL--NP-TIADGPFERERLVVLEEIRRSQDD--P : 144
Seq2_Sys   : SHDYAHFYLTTAADYLPRTLPYLAEILL--QA-EVPEECLFYEREVVLEEIRGSEDD--P : 151
PP2_Hp     : SFDITRYFIKTSQANLDKSLELFAETMG--SL-NLKEDEFLPERQVVAEERRWRTDNS-P : 167
PP1_Hp     : SFDITRYFIKTSEANLDKSLELFAETMG--SL-NLKEDEFLPERQVVAEERRWRTDNS-P : 167
Seq1_Rc    : SREATAYYARVLKADVGLALDVISDIVL--NS-VFDPREIEVERHVILQEIGQALDT--P : 135
Seq1_Rsp   : SREMTAYYARVLEADTGLALDVIADIVL--NP-SSTRRRSRSSGTSSCRRSARRSTR--P : 135
Seq1_Rip   : GHENTVYYARVLSENCHKALNILADIIQ--NS-IFADEEIAKEYQIIMQEIAHHHDN--P : 137
PP_Ml      : AKEHTCYYAHVLDSDLELAVDLVADVVL--NG-RCAVDDVELERDVVLEEIAMRDDD--P : 154
PP_Mt      : AKEHTCYYAHVLGSDLPLAVDLVADVVL--NG-RCAADDVEVERDVVLEEIAMRDDD--P : 147
Seq1_Mf    : TREHTCYYAHVLDSDLELAVDLVADVVL--RG-RCATEDVEVERDVVLEEIAMRDDD--P : 127
PP1_Stc    : AKEYTCYYARVLDTDLPLAIDVVCDMLT--GS-LIQEEDVDVERGAILEEIAMTEDD--P : 167
PP_Bs      : SKEYTCYYAKVLDEHANYALDVLADMFF--HS-TFDENELKKEKNVVYEEIKMYEDA--P : 134
bMPP_Nc    : SRENTVYFAKALNEDVPKCVDILQDILQ--NS-KLEESAIERERDVILRESEEVEKQL-- : 172
bMPP_Sp    : SREQTVYYAHAPQNAVPHAVAVLADILT--NS-SISASAVERERQVILREQEEVDKMA-- : 154
bMPP_Le    : SREQTVYYAKSFSKDVPVAVDIISDILQ--NS-KLESGAIERERDVILREQQEVDKQL-- : 161
bMPP_Be    : SREQTVYYAKLFSQDVAKGVNILGDILQ--NS-TLDPGAIDRERAVILREAEEVDKQV-- : 167
bMPP_Sc    : SRENTVYYAKSLQEDIPKAVDILSDILT--KS-VLDNSAIERERDVIIRESEEVDKMY-- : 158
bMPP2_St   : SREQTTYFAKVLGCDVPKAVDILGDILQ--NS-LLEEDKIIRERSVILREMEEVEKQP-- : 231
bMPP1_St   : SREQTAYYAKVLDNDVPVALDILADILQ--NS-KFEERKIERERDVILREMEEVEGQT-- : 228
CoreI_Hs   : TREHTAYYIKALSKDLPKAVELLGDIVQ--NC-SLEDSQIEKERDVILREMQENDASM-- : 179
CoreI_Bt   : TREHTAYYIKALSKDLPKAVELLADIVQ--NC-SLEDSQIEKERDVILQELQENDTSM-- : 179
CoreI_Bpt  : TREHTAYYIKALSKDLPKAVELLADIVQ--NC-SLEDSQIEKERDVILQELQENDTSM-- : 179
CoreI_Mm   : TREHTAYLIKALSKDLPKVVE--------------------------------------- : 144
bMPP_Hs    : SREQTVYYAKAFSKDLPRAVEILADIIQ--NS-TLGEAEIERERGVILREMQEVETNL-- : 189
bMPP_Rn    : SREQTVYYAKAFSKDLPRAVEILADIIQ--NS-TLGEAEIERERGVILREMQEVETNL-- : 189
bMPP_Ds    : SREQTVFYAKCLSKDVPKAVEILADIIQ--NS-QLGESEIARERSVILREMQEVESNL-- : 172
bMPP_Ce    : SRESTTYYAKCFTEKLDQSVDILSDILL--NS-SLATKDIEAERGVIIREMEEVAQNF-- : 188
bMPP_Oc    : TRDRTAVFVQSSSEDVEKVVDILADVLR--NS-KLDSSAVEAEREVLLRELEEKEGDL-- : 168
CoreI_Ce   : ERDQTAVFVQAGAQDVEKVVDILADVLR--NS-KLEASTIDTERVNLLKELEASDDYH-- : 169
bMPP_Eg    : SREHTCYYVKCFKKDVPEAVDILADILL--NS-KRTEQDLDAERQTIVQEKEDVEARI-- : 158
bMPP_Lm    : SRDRTAYYVKAFTKDVDKMIDVVSDLLQ--RG-RYRRHDIEAERPTILAEMREVEELV-- : 167
CoreII_Nc  : TREAVVLQASFLREDLPYFTELLAEVIS--ET-KYTTHEFHELVEN--CIHEKQAKLD-S : 166
CoreII_Sp  : TREHIILTARFLNEYLEYYARLLAEVVD--AT-KFLPFQLTEEVLPTARIESELFRED-I : 152
CoreII_Bp  : TRENMAYTVECLRDDVDILMEFLLNVTT--AP-EFRRWEVAALQPQ-LRIDKAVALQN-P : 169
CoreII_Hs  : TRENMAYTVECLRGDVDILMEFLLNVTT--AP-EFRRWEVADLQPQ-LKIDKAVAFQN-P : 169
CoreII_Rn  : TRENMAYTVEGIRDDIEILMEFLLNVTT--AP-EFRRWEVAALRSQ-LKIDKAVAFQN-P : 168
CoreII_Hii : TVTSDREVVAYTVETTANNLECGLHYLQDVIQ--P--AFKPWELADSVPF-IKN--QVAC :  70
aMPP1_St   : SREHLIYTYDALKTYVPQMVELLVDSVR--NP-AFLDWEVSEQLEKVKSEIDEYTKNP-- : 206
aMPP2_St   : SREHMIYTYDALKTYVPQMVEMLADCVR--NP-AFLDWEVKEQLEKVKAEISEYSKNP-- : 206
aMPP_OS    : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP2_At   : SREQMGYTIDALKTYVPEMVEVLIDSVR--NP-AFLDWEVNEELRKVKVEIGEFATNP-- : 205
aMPP1_At   : SREQMSYTIDALKTYVPEMVEVLIDSVR--NP-AFLDWEVNEELRKMKVEIAELAKNP-- : 209
aMPP_Pf    : FREHMVYSCECLKEYLPIVTNLIIGNVL--FP-RFLSWEMKNNVNRLNLMREKLFENN-- : 163
aMPP_Nc    : SRESMMYQAATFNKAIPTAVELMAETIR--DP-KLTDEELEGQIMTAQYEVNEIWSKA-- : 183
aMPP_Sc    : SRENLMYQASVFNQDVGKMLQLMSETVR--FP-KITEQELQEQKLSAEYEIDEVWMKP-- : 150
aMPP_Sp    : SRESMIYQAAVFNDDVKSMSKLLAETVL--AP-KIQEDDLVHYRDSIIYENSELWTKP-- : 177
aMPP_Be    : TRESILYQGSVLHHDLPRTVQLLADTTL--RP-ALTEEEIAERRATIAFEAEDLHSRP-- : 146
aMPP_Hs    : SRDTTMYAVSADSKGLDTVVALLADVVL--QP-RLTDEEVEMTRMAVQFELEDLNLRPDP : 204
aMPP_Rn    : SRDTTMYAVSADSKGLDTVVGLLADVVL--HP-RLTDEEIEMTRMAVQFELEDLNMRPDP : 200
CoreII_Sc  : DREYITLKATFLKDDLPYYVNALADVLY--KT-AFKPHELTESVLPAARYDYAVAEQCP- : 138
Seq1_Rhs   : GSDYTAYHQTVTPESLRTMMEFEADRMR--HL-VLTDAVIVPERDVILEERRWRVEND-P : 220
CoreII_Ce  : TRDIFGVQISVARDQAAYALSILGHVAA--KP-AFKPWELEDVTPTILADLSQKTPYG-- : 152
Seq1_Tm    : DKLATAYYAKVPEFHFGKTLNVLKEITF--YP-IFSPEDTEIERKIILEEYKMSQDDP-- : 132
PP2_Stc    : SFERTNYFETMPAHQLELALWLEADRMGSLLA-ALDDESMENQRDVVKNERRQRYDN-VP : 153
CoreI_Sc   : SRDFQSYIVSSLPGSTDKSLDFLNQSFIQQKANLLSSSNFEATKKSVLKQVQDFEEND-H : 156
PP_Aa      : SKDYTYYHVEIAHPYWKQALEVLYQLTM---KATLDEEMIEKEKPIVIEELRRGKDNP-- : 153
CoreII_Eg  : VNKSAIAFTVEGFRDTLAQPAVADKFWQSLLFPRFSPENVKEVKRLVELESKETKRDS-P : 190
Seq1_Ap    : TRELILLCAEFVSDSLARVAEKLFLAVS---ARRLVEGEFERERAVVEAEVKGLISSP-- : 136
Seq1_Bs    : TYTDTNFMFTSLPDRLRQTIPILLDALWN---HSFDKKIVAQEKAVITSEIQTAHLN--- : 149
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Seq1_Stp   : DYRAYSGILQNLFPK--TSLANDIAGS--KESIQKITKILLETHHTYFYQPTNMSLFIVG : 208
PPh_Bs     : WRLYYGVIENMYKE--HPVRIDIAGT--AESISHITKDLLYECYETFYHPSNMLLFIVG- : 194
Seq1_Sys   : QRRIFQQVVQLAFPG--TPYARPVLGR--REIIENLQAQQMRDFHAHWYQPPAMTVTVVG : 200
Seq2_Sys   : DWLGFQALCQLLHPQ--HAYGRSVLGD--APSVQNYTANQLRCFHRTHYQPENMTVVMVG : 207
PP2_Hp     : IGMLYFRFFNTAYVY--HPYHWTPIGF--MDDIQNWTLKDIKKFHSLYYQPKNAIVLVVG : 223
PP1_Hp     : IGMLYFRFFNTVMSI--TP-TMDAIGF--MDDIQNWTLKDIKKFHSLYYQPKNAIVLVVG : 222
Seq1_Rc    : DDIIFDWLQEAAYPD--QAMGRTILGP--SENIERFGREDFERFVAEHYGPDQMILSAAG : 191
Seq1_Rsp   : TTSSSTGCRRPPTPV--SFG-RTILGP--EERVSTFGRADLTRFVGEHYGPDHMILAAAG : 190
Seq1_Rip   : DDLIYETFYNTVYKG--QPLGKSILGT--TKTLVTFTKEHFLNFIGKHYNAENLYLSIAG : 193
PP_Ml      : EDALGDMFLAALFGD--HPVGRPVIGT--MESVSAMTRTQLHSFHVRRYTPERMVVAVAG : 210
PP_Mt      : EDALADMFLAALFGD--HPVGRPVIGS--AQSVSVMTRAQLQSFHLRRYTPERMVVAAAG : 203
Seq1_Mf    : EDSLGDVFLSAMFGD--HPVGRPVIGS--VESIETMTRAQLHSFHVRRYTPERMIVAVAG : 183
PP1_Stc    : GDCVHDLFAHTMFGD--NALGRPVLGT--VDTVNALTADRIRRFYRKHYDPTHLVVAAAG : 223
PP_Bs      : DDIVHDLLSKATYGN--HSLGYPILGT--EETLASFNGDSLRQYMHDYYTPDRVVISVAG : 190
bMPP_Nc    : EEVVFDHLHATAYQ--HQPLGRTILGPR-ENIRD-ITRTELVNYIKNNYTADRMVLVGAG : 228
bMPP_Sp    : DEVVFDHLHATAYQ--GHPLGRTILGPK-ENIES-LTREDLLQYIKDNYRSDRMIISSAG : 210
bMPP_Le    : EEVVFEHLHAVAFQ--GQPLGRTILGPK-NNILS-IQRDDLASYIQTNYTADRMVLVGTG : 217
bMPP_Be    : EEVVFDHLHAAAFP--ENALGYTILGPK-ENIQT-LSQADLQAYIKNNYTADRMVVVGAG : 223
bMPP_Sc    : DEVVFDHLHEITYK--DQPLGRTILGPI-KNIKS-ITRTDLKDYITKNYKGDRMVLAGAG : 214
bMPP2_St   : EEVIFDQLHTTAFQ--YTPLGRTILGPA-QNIEK-MTRAHIQDYISTHYGAHRMVISAAG : 287
bMPP1_St   : EEVIFDHLHSTAFQ--YSPLGRTILGPA-QNIKT-ITRSHLKDYISTHYTAPRMVIVASG : 284
CoreI_Hs   : RDVVFNYLHATAFQ--GTPLAQAVEGPS-ENVRK-LSRADLTEYLSTHYKAPRMVLAAAG : 235
CoreI_Bt   : RDVVFNYLHATAFQ--GTPLAQSVEGPS-ENVRK-LSRADLTEYLSRHYKAPRMVLAAAG : 235
CoreI_Bpt  : RDVVFNYLHATAFQ--GTPLAQSVEGPS-ENVRK-LSRADLTEYLSRHYKAPRMVLAAAG : 235
CoreI_Mm   : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Hs    : QEVVFDYLHATAYQ--NTALGRTILGPT-ENIKS-ISRKDLVDYITTHYKGPRIVLAAAG : 245
bMPP_Rn    : QEVVFDYLHATAYQ--NTALGRTILGPT-ENIKS-ISRKDLVDYITTHYKGPRIVLAAAG : 245
bMPP_Ds    : QEVVFD------------------------------------------------------ : 178
bMPP_Ce    : QEVVFDILHADVFK--GNPLSYTILGPI-ELIQT-INKNDLQGYINTHYRSGRMVLAAAG : 244
bMPP_Oc    : QGVTMDNLHLAAYQ--GTSMSKSPLGTS-TSLKA-ISGQHLKEWQEDNYRPIRMVLSAVG : 224
CoreI_Ce   : QLVLFDMLHAAGFQ--GTPLALSVLGTS-ESIPN-ISAQQLKEWQEDHYRPVRMVLSAVG : 225
bMPP_Eg    : DEVLMDHLHSAAFE--GSGLGLSILGPL-ENIQKSITKGMIDDFVKTHYTGPRMALVGSG : 215
bMPP_Lm    : DEVLMDNVHQAAYDPTTSGLPLTILGPV-ENIAKNINKSMIEDYVRVHYTGPRMCLVSSG : 226
CoreII_Nc  : AAIALDAAHNVAFHS---GLGSPLYPTVDTPTSSYLNENSVAAFANLAYNKANIAVVADG : 223
CoreII_Sp  : LRVAMAKLHEKAFHR---GIGNEVY----LPASASPSISEIKDFASKAYVKSNFSVISSG : 205
CoreII_Bp  : QAHVIENLHAAAYRN---ALANSLYCP--DYRIGKVTPVELHDYVQNHFTSARMALIGLG : 224
CoreII_Hs  : QTHVIENLHAAAYQN---ALANPLYCP--DYRIGKVTSEELHYFVQNHFTSARMALIGLG : 224
CoreII_Rn  : QTRIIENLHDVAYKN---ALANPLYCP--DYRMGKITSEELHYFVQNHFTSARMALVGLG : 223
CoreII_Hii : VP-HQVQAVELLHKAAFRN---GLGNSVYVP--KFQIGKLSSETMLHYVANNFNASRCAV : 124
aMPP1_St   : QHLLLEAVH-SAGYSG--PYGNSLAAT--EATVNRLNSTVLEEFVAENYTAPRIVLAASG : 261
aMPP2_St   : QHLLLEAVH-SAGYAG--PYGNSLMAT--EATINRLNSTVLEEFVAENYTAPRMVLAASG : 261
aMPP_OS    : -----------------------------------------------------ENYTAPR :   7
aMPP2_At   : MGFLLEAVH-SAGYSG--ALANPLYAP--ESAITGLTGEVLENFVFENYTASRMVLAASG : 260
aMPP1_At   : MGFLLEAIH-SAGYSG--PLASPLYAP--ESALDRLNGELLEEFMTENFTAARMVLAASG : 264
aMPP_Pf    : ELYITELLHNTAWYNN--TLGNKLYVY--ESSIENYTSENLRNFMLKHFSPKNMTLIGVN : 219
aMPP_Nc    : ELILPELVHMAAFKDN--TLGNPLLCP--KERLDYINRDVIQTYRDAFYRPERLVVAFAG : 239
aMPP_Sc    : ELVLPELLHTAAYSGE--TLGSPLICP--RELIPSISKYYLLDYRNKFYTPENTVAAFVG : 206
aMPP_Sp    : DALLGEFAHVTAFQNN--TLGNCLLCT--PDKVNGITATSIREYLKYFYRPEHLTLAYAG : 233
aMPP_Be    : DAFIGEMMHAVAFGGR--GLGNSIFCE--PQRARNMTSDTIREYFATYLHPSRMVVAGTG : 202
aMPP_Hs    : EPLLTEMIHEAAYREN--TVGLHRFCP--TENVAKINREVLHSYLRNYYTPDRMVLAGVG : 260
aMPP_Rn    : EPLLTEMIHEAAFREN--TVGLHRFCP--VENIGKIDREVLHSYLKNYYTPDRMVLAGVG : 256
CoreII_Sc  : VKSAEDQLYAITFR---KGLGNPLLYDG----VERVSLQDIKDFADKVYTKENLEVSGEN : 191
Seq1_Rhs   : EQLLEEEMQATLYQN--HPYRIPTIG--WMHEMEQLNREDALKFYDRYYAPNNAILVVAG : 276
CoreII_Ce  : --IVFEDIHRAAFRN--DSLSFSLYSS--KGQVGAYKSQELAKFAAKHFVSGNAVLVGIN : 206
Seq1_Tm    : TSKLFDTLVETVWPG---PYGRPIIGR--KETIEKISSEDLREYHRKNYNLPDTKIILAG : 187
PP2_Stc    : YGTAFEKLTALAYPEG-HPYHHTPIGS--MADLDAATLEDARAFFRTYYAPNNAVLSVVG : 210
CoreI_Sc   : PNRVLEHLHSTAFQN--TPLSLPTRGT--LESLENLVVADLESFANNHFLNSNAVVVGTG : 212
PP_Aa      : TTVLWEEFEKLVYKVS--PYRFPIIG--FEETIRKFTREKLLKFYKSFYQPRNMAVVIVG : 209
CoreII_Eg  : FAYLQDILHKTAFKG--SPLGHTSFVP--AYNLGYIDSNKLFDRWDAHYGFGNIAVIATN : 246
Seq1_Ap    : ESRIYRLAHASAWG--DSHLGRPIEG--YPETVANISKADVEEYKASVFSPERMSLAIVG : 192
Seq1_Bs    : HQLSYHYQLISMLSP---SSPAAVFPAGRIEDIEALDISDLQKAYKAAYQAHRMTLFLIG : 206
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Seq1_Stp   : ----DIDIDETFLAIQRFQTTLSYPDRKRVTVDPLHY----------------------- : 241
PPh_Bs     : ---PVDPEAIISQVRENQGKKPYTDQPEIKREEVKE------------------------ : 227
Seq1_Sys   : NQSVGNLVETVARSFADCYRVKSPSQTLMPPLVNIP------------------------ : 236
Seq2_Sys   : -----DIREKAAIAYMEEIFDHFGVRSECPPTTRLPN----------------------- : 239
PP2_Hp     : -----DVNSQKVFELSKKHFESLKNLDEKAIPTPYMK----------------------- : 255
PP1_Hp     : -----DVNSQKVFELTKKHFESLKNLDEKAIPTPYMK----------------------- : 254
Seq1_Rc    : -----AVDHAAIVKQAERLFGHLRPIGAPAVQLARWS----------------------- : 223
Seq1_Rsp   : -----GVDHGRIVAQAQALFGHLKPVGQRPMQPADFL----------------------- : 222
Seq1_Rip   : -----NIEHNKIVMIAEELFASLKQGVKSSFIPAKYI----------------------- : 225
PP_Ml      : -----NVDHDEMVALVREHFGSRLIRGRQSAPPRKS------------------------ : 241
PP_Mt      : -----NVDHDGLVALVREHFGSRLVRGRRPVAPRKG------------------------ : 234
Seq1_Mf    : -----NVRTTTCGVVGPRAFRPPAGGRRSAVAPRKAR----------------------- : 215
PP1_Stc    : -----NVDHNKVVRQVRAAFEKSGALKDPAAQPLAPR----------------------- : 255
PP_Bs      : -----NIS-DSFIKDVEKWFGSYEAKGKATGLEKPE------------------------ : 220
bMPP_Nc    : -----GVPHEQLVEMADKYFSKLPATAPVSSAS--------------------------- : 256
bMPP_Sp    : -----SISHEELVKLAEKYFGHLEPSAEQLSLG--------------------------- : 238
bMPP_Le    : -----GVDHQSLVKLAEKHFSSLPVSANPLALG--------------------------- : 245
bMPP_Be    : -----NVDHAELCKLAETNFGKLPQ-----GS---------------------------- : 245
bMPP_Sc    : -----AVDHEKLVQYAQKYFGHVPKSESPVPLG--------------------------- : 242
bMPP2_St   : -----AVKHEEVVELVKKHFTKLSSNP-IITTS--------------------------- : 314
bMPP1_St   : -----PVKHEEFVEQVKKQFTKLSTN--PTTAS--------------------------- : 310
CoreI_Hs   : -----GVEHQQLLDLAQKHLGGIPWTYAEDAVP--------------------------- : 263
CoreI_Bt   : -----GLEHRQLLDLAQKHFSGLSGTYDEDAVP--------------------------- : 263
CoreI_Bpt  : -----GLEHRQLLDLAQKHFSGLSGTYDEDAVP--------------------------- : 263
CoreI_Mm   : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Hs    : -----GVSHDELLDLAKFHFG-DSLCTHKGEIP--------------------------- : 272
bMPP_Rn    : -----GVCHNELLELAKFHFG-DSLCAHKGDVP--------------------------- : 272
bMPP_Ds    : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Ce    : -----GVNHDAIVKMAEKYFG---ELKHGDSST--------------------------- : 269
bMPP_Oc    : G----GCSGSKLQGLAEKYFGDLSN-EYPRKVP--------------------------- : 252
CoreI_Ce   : G----GVSN--VSSLADKYFGDLSN-EYPRKVP--------------------------- : 251
bMPP_Eg    : -----AVDHGQLCDLASKYFGALPTG---------------------------------- : 236
bMPP_Lm    : -----GISPDAAHALAEKYFSGVSSM---------------------------------- : 247
CoreII_Nc  : ------ASQAGLEKWVEPFFKGVPATSSGN------------------------------ : 247
CoreII_Sp  : ------PDVQKASDLCAKYFAVIPDGSP-------------------------------- : 227
CoreII_Bp  : ------VSHPVLKQVAEQFLNIRGGLGL-------------------------------- : 246
CoreII_Hs  : ------VSHPVLKQVAEQFLNMRGGLGL-------------------------------- : 246
CoreII_Rn  : ------VSHSILKEVAEQFLNIRGGLGL-------------------------------- : 245
CoreII_Hii : VGVG------VDQNALVGFAQSLELATAGK------------------------------ : 148
aMPP1_St   : ------VEHEELLKVAEPLLSDLPKVPRA------------------------------- : 284
aMPP2_St   : ------VEHEEFLKVAEPLLSDLPKVATI------------------------------- : 284
aMPP_OS    : MVLAASG------VEHGELVSIAEPLLSDLPSVKRP------------------------ :  37
aMPP2_At   : ------VDHEELLKVVEPLLSDLPNVPRP------------------------------- : 283
aMPP1_At   : ------VEHEELLKVAEPLTSDLPNVPPQ------------------------------- : 287
aMPP_Pf    : ------VEHDELTKWTSRAFQDYVPIPYTNQ----------------------------- : 244
aMPP_Nc    : ------VPHERAVKLAEKYFGDMKASDAPGLSRTGSETSVDSLVSESSEASSESSSSSSD : 293
aMPP_Sc    : ------VPHEKALELTEKYLGDWQSTHPP------------------------------- : 229
aMPP_Sp    : ------IPQEIAKEITKELYGHLPSSSLP------------------------------- : 256
aMPP_Be    : ------VAHAELVDLVSKAFVPSSTRAPS------------------------------- : 225
aMPP_Hs    : ------VEHEHLVDCARKYLLGVQPAWGSA------------------------------ : 284
aMPP_Rn    : ------VEHEHLVECARKYLLGVQPAWGAP------------------------------ : 280
CoreII_Sc  : -----VVEADLKRFVDESLLSTLPAGKSLVS----------------------------- : 217
Seq1_Rhs   : -----DVDAGRVRQLADETFGTLPRGPDLPAR---------------------------- : 303
CoreII_Ce  : ------VDGSILKSYAEECGVVPDGHIITN------------------------------ : 230
Seq1_Tm    : -----KVN-DDYLSLLEKELSELERNKPGDPLP--------------------------- : 214
PP2_Stc    : -----DIDPEQTLAWIEKYFGSIASHDGKQPP---------------------------- : 237
CoreI_Sc   : -----NIKHEDLVNSIESKNLSLQTGTKP------------------------------- : 236
PP_Aa      : -----KVNPKEVEEEVMKTFGKEEGRPVP------------------------------- : 233
CoreII_Eg  : ------IEHEAVLAAITDSAWVARAHNKVGG----------------------------- : 271
Seq1_Ap    : -----RISRLEALRVVKLFSQLEPGGKVR------------------------------- : 216
Seq1_Bs    : -------GSENTETLLPPHLQLEKRPDYHAER---------------------------- : 231
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Seq1_Stp   : ----------------------------------YPVIK-----SSSVDMDV-------- : 254
PPh_Bs     : ---------------------------------QEAVFR---KEKEIKMNV--------- : 242
Seq1_Sys   : ----------------------------------PPFTKV---ETTTVVDDS-------- : 251
Seq2_Sys   : ----------------------------------HPIQTI---KRETLRIPE-------- : 254
PP2_Hp     : ----------------------------------EPKQDG---ARTAVVHKD-------- : 270
PP1_Hp     : ----------------------------------EPKQDG---ARTAVVHKD-------- : 269
Seq1_Rc    : ----------------------------------GNE------R---RELKD-------- : 232
Seq1_Rsp   : ----------------------------------GGE------R---RELKS-------- : 231
Seq1_Rip   : ----------------------------------GGK------G---FIHKE-------- : 234
PP_Ml      : ----------------------------------TGR--INGGPALTLGKRD-------- : 257
PP_Mt      : ----------------------------------TGR--VNGSPRLTLVSRD-------- : 250
Seq1_Mf    : ----------------------------------DGS--VVSHRCSWSTPRD-------- : 231
PP1_Stc    : ----------------------------------AGRRTVRAAGRVELIGRK-------- : 273
PP_Bs      : -----------------------------------------FHTEKLTRKKE-------- : 231
bMPP_Nc    : --------------------------------ILSK-KKPDFIGSDIRIRDDT------- : 276
bMPP_Sp    : --------------------------------APRG-LKPRFVGSEIRARDDD------- : 258
bMPP_Le    : --------------------------------RLSSERKPTFVGSEARIRDDE------- : 266
bMPP_Be    : --------------------------------GKAKFVRPAFTGSDVRIRVDD------- : 266
bMPP_Sc    : --------------------------------SPRG-PLPVFCRGERFIKENT------- : 262
bMPP2_St   : --------------------------------QLVSEEPAIFTGSEIRIIDDD------- : 335
bMPP1_St   : --------------------------------ELVAREPAIFTGSEVRVIDDD------- : 331
CoreI_Hs   : --------------------------------TLTP---CRFTGSEIRHRDDA------- : 281
CoreI_Bt   : --------------------------------TLSP---CRFTGSQICHREDG------- : 281
CoreI_Bpt  : --------------------------------TLSP---CRFTGSQICHREDG------- : 281
CoreI_Mm   : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Hs    : --------------------------------ALPP---CKFTGSEIRVRDDK------- : 290
bMPP_Rn    : --------------------------------ALPP---CKFTGSEIRVRDDK------- : 290
bMPP_Ds    : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Ce    : --------------------------------EFVP---ATYSPCEVRGDIPD------- : 287
bMPP_Oc    : --------------------------------EGGG---IRFTGCEYRYRNDY------- : 270
CoreI_Ce   : --------------------------------QVDG---TRFTGSEYRYRNDN------- : 269
bMPP_Eg    : --------------------------------QPKPSGFTRFLGGDKRETNQL------- : 257
bMPP_Lm    : --------------------------------NNRPLLRGVYKVVHTVLWNEG------- : 268
CoreII_Nc  : ----------------------------------LNTAASKYFGGEQRVAKN-------- : 265
CoreII_Sp  : ----------------------------------LKSAPTKISSGESRVYSK-------- : 245
CoreII_Bp  : -----------------------------------SGAKAKYHGGEIREQNG-------- : 263
CoreII_Hs  : -----------------------------------SGAKANYRGGEIREQNG-------- : 263
CoreII_Rn  : -----------------------------------AGAKAKYRGGEIREQNG-------- : 262
CoreII_Hii : ---------------------------------------SGTGSNYYGGDARKDTP---- : 165
aMPP1_St   : -----------------------------------EEPTPVYVGGDYRRQAD-------- : 301
aMPP2_St   : -----------------------------------EEPKPVYVGGDYRCQAD-------- : 301
aMPP_OS    : ------------------------------------------EEPKSVYVGGDYRCQAD- :  54
aMPP2_At   : -----------------------------------AEPKSQYVGGDFRQHTG-------- : 300
aMPP1_At   : -----------------------------------LAPKSQYVGGDFRQHTG-------- : 304
aMPP_Pf    : -----------------------------------KEVTPKYTGGFISVEDKN------- : 262
aMPP_Nc    : SSESSGGLLSKLFSPKAKKATPNPFLTRVPISTEDLTRPAHYTGG--FLTLPSQPPPLNP : 351
aMPP_Sc    : -----------------------------IT--K---KVAQYTGG--ESCIP--PAPVFG : 251
aMPP_Sp    : ---------------------------------PLEAIPSHYTGG--FMGIKKSEAPPVP : 281
aMPP_Be    : S-------------------------------VTHSDIETAYVGGSHQLVIPKPPPTHPN : 254
aMPP_Hs    : ------------------------------EAVDIDRSVAQYTGGIAKLERDMSNVSLGP : 314
aMPP_Rn    : ------------------------------GAVWMLTAQWHSTRGGSSRWRETCQMSALR : 310
CoreII_Sc  : -----------------------------------KSEPKFFLGEENRVRFIG------- : 235
Seq1_Rhs   : ---------------------------------VRPQEPEQNTKRIVALTDPR------- : 323
CoreII_Ce  : -------------------------------------QGSPFRGGDYRRFAR-------- : 245
Seq1_Tm    : -----------------------------------PPPSFEHTEPRYIVRND-------- : 231
PP2_Stc    : ----------------------------------RDGALPDVMGGELREVVEEEVP---- : 259
CoreI_Sc   : ----------------------------------VLKKKAAFLGSEVRLRDDT------- : 255
PP_Aa      : --------------------------------KVQIPTEPEQIGIRFKKLKDP------- : 254
CoreII_Eg  : ----------------------------------VAAPASKYSGGEGYDVVHRAKEFDDQ : 297
Seq1_Ap    : -----------------------------------EPETPEPRTTFLREERG-------- : 233
Seq1_Bs    : --------------------------------KIIPACPPVLSQKMMLGDEER------- : 252
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Seq1_Stp   : ---TTAKLVVGFRG-YLT-LT-QHSLLTYRIALKLFLS------M--------------L : 288
PPh_Bs     : --QGPKCLVGLKSKNPF-KL-GKELLKHELSMNLLLE------A--------------LF : 278
Seq1_Sys   : ---LQQARLILLWRSPGL-DQ-FEKTLPLGVLAVILGR------G--------------R : 286
Seq2_Sys   : ---LGPSRLTMGWNGPGI-DR-LQDNIGLDLLAVVLAG------S--------------H : 289
PP2_Hp     : ---GVHLEWVALGYKVPA-FK-HKDQVALDALSRLLGE------G--------------K : 305
PP1_Hp     : ---GVHLEWVALGYKVPA-FK-HKDQVALDALSKLLGE------G--------------K : 304
Seq1_Rc    : ---LEQVHFALAFEGPGY-R--DADLYTAQVYATALGG------G--------------M : 266
Seq1_Rsp   : ---LEQVHFAMAFEAPNY-R--APDVYAAQVYAMALGG------G--------------M : 265
Seq1_Rip   : ---LEQTSLVLGFECTSY-IN-LGQLYQTYLLSIIFGG------G--------------M : 269
PP_Ml      : ---AEQTHVLLGVRTPGR-S--WEHRWALSVLHTALGG------G--------------L : 291
PP_Mt      : ---AEQTHVSLGIRTPGR-G--WEHRWALSVLHTALGG------G--------------L : 284
Seq1_Mf    : ---GEQSHVSLGVRTPGR-H--WEHRWALSVLNTALGG------G--------------L : 265
PP1_Stc    : ---TEQAHVILGMPGLAR-T--DERRWAMGVLNTALGG------G--------------M : 307
PP_Bs      : ---TEQAHLCLGFKGLEV-G--HERIYDLIVLNNVLGG------S--------------M : 265
bMPP_Nc    : ---IPTANIAIAVEGVS---WSDDDYFTGLVTQAIVGNYDKALGN-----------APHQ : 319
bMPP_Sp    : ---SPTANIAIAVEGMS---WKHPDYFTALVMQAIIGNWDRAMGA-----------SPHL : 301
bMPP_Le    : ---LPTAHVAIAVEGVG---WSSPDYFPMMVMQSIFGNWDRSLGA-----------SSLL : 309
bMPP_Be    : ---MPTAHIALAVEGAS---WTSADHWPLLVASAMIGSYDRAAGN------------AHP : 308
bMPP_Sc    : ---LPTTHIAIALEGVS---WSAPDYFVALATQAIVGNWDRAIGT-----------GTNS : 305
bMPP2_St   : ---LPLAQFAVAFSGAS---WTDPDSIALMVMQQMLGSWNKSSGG-----------GKHM : 378
bMPP1_St   : ---IPLAQFAVAFQGAP---WTDPDAIPLMVMQSMLGTWNKNAGG-----------GKHM : 374
CoreI_Hs   : ---LPFAHVAIAVEGPG---WASPDNVALQVANAIIGHYDCTYGG-----------GVHL : 324
CoreI_Bt   : ---LPLAHVAIAVEGPG---WAHPDNVALQVANAIIGHYDCTYGG-----------GAHL : 324
CoreI_Bpt  : ---LPLAHVAIAVEGPG---WATR------------------------------------ : 299
CoreI_Mm   : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Hs    : ---MPLAHLAIAVEAVG---WAHPDTICLMVANTLIGNWDRSFGG-----------GMNL : 333
bMPP_Rn    : ---MPLAHLAVAIEAVG---WTHPDTIRLMVANTLIGNWDRSFGG-----------GMNL : 333
bMPP_Ds    : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Ce    : ---LPMLYGAMVVEGVS---WTHEDNLALMVANTLMGEYDRMRGF-----------GVNA : 330
bMPP_Oc    : ---IPHMYAAVALRA--------------------------------------------- : 282
CoreI_Ce   : ---VPHMYAAFAVEGVG---YAHKDALALQIANQFIGQWDVTHAT-----------SRTA : 312
bMPP_Eg    : ---NPLTHVAVAFQTPG---ISHPDAIKIKVLEQLLGSYSRDKGEAAYSCFARAIVMDFY : 311
bMPP_Lm    : ---MATANTAVAFPICG---ASHPDSYPLQLIHNVIGQFR--EG--QYDQFS----SQRR : 314
CoreII_Nc  : ---GKNAIVIAFPGASLG-----VPHPETSVLVGLLGGVSNIKWS---PG------FSLL : 308
CoreII_Sp  : ---GTNYFCLGFP--AP------AASPELFVLSSILGGDAAVKWS---HG------NTLL : 285
CoreII_Bp  : ---DSLVHAALVAESAAI--GS-AEANAFSVLQHVLGAGPHVKRG---SN------ATSS : 308
CoreII_Hs  : ---DSLVHAAFVAESAVA--GS-AEANAFSVLQHVLGAGPHVKRG---SN------TTSH : 308
CoreII_Rn  : ---DNLVHAAIVAESAAI--GN-AEANAFSVLQHLLGAGPHIKRG---NN------TTSL : 307
CoreII_Hii : -------GNMAHVAVAGPGGAV--SNQKEALAFAVLQCALGAGPATKRG---AV------ : 207
aMPP1_St   : ---SGMTHFALAFEVPGG-WLKEKDAMTLTVLQMLMGGGGSFSAG---GP------GKGM : 348
aMPP2_St   : ---AEMTHFALAFEVPGG-WMSEKESMTLTVLQMLMGGGGSFSAG---GP------GKGM : 348
aMPP_OS    : ----------SDKTHIALAFEVPGG-WFEEKTAIIVTVLQMLMGGGGSFSAG---GP--- :  97
aMPP2_At   : ---GEATHFALAFEVPG--WNNEKEAIIATVLQMLMGGGGSFSAG---GP------GKGM : 346
aMPP1_At   : ---GEATHFAVAFEVPG--WNNEKEAVTATVLQMLMGGGGSFSAG---GP------GKGM : 350
aMPP_Pf    : ---VKKTNIAIAYETQGG-WKSS-DMITLTVLQTLMGGGGSFSTG---GP------GKGM : 308
aMPP_Nc    : N-LPTFTHIQLAFEGLA---ISDDDIYALATLQTLLGGGGSFSAG---GP------GKGM : 398
aMPP_Sc    : N-LPELFHIQIGFEGLP---IDHPDIYALATLQTLLGGGGSFSAG---GP------GKGM : 298
aMPP_Sp    : Y-QQEFTHVVIAMEGLP---VTDPDIYALACLQFLLGGGGSFSAG---GP------GKGM : 328
aMPP_Be    : Y-EQTLTHVQVAFPVPP---FTHPDMFPVSTLQVLMGGGGAFSAG---GP------GKGM : 301
aMPP_Hs    : TPIPELTHIMVGLESCS---FLEEDFIPFAVLNMMMGGGGSFSAG---GP------GKGM : 362
aMPP_Rn    : PPRFQSSHIYGGARELL---LLEEDFIPFAVLNMMMGGGGSFSAG---GP------GKGM : 358
CoreII_Sc  : ---DSVAAIGIPVNKAS--------LAQYEVLANYLTS---------------------A : 263
Seq1_Rhs   : ---VTVPSFQKSWVTTSYGTAEQGEAEALDILSEILGG------G--------------T : 360
CoreII_Ce  : ---GNDVHIMVAGDGAAVG--DLKFLAAQAVFLAHIGRASPLKFAS-------------L : 287
Seq1_Tm    : ---LEQVHIAMARPICG---RISEDIYPLYALNTALGSG--------------------M : 265
PP2_Stc    : ---ARALMAAYRLPEDG-----TRACDAADLALTVLGGG--------------------E : 291
CoreI_Sc   : ---LPKAWISLAVEGEP---VNSPNYFVAKLAAQIFGSYN----------------AFEP : 293
PP_Aa      : --RIEKAYWIIGWRVPAIG---KTDYKGLLVFSEILCGG--------------------R : 289
CoreII_Eg  : FTDVYSTYTAYAFKAPGR--SNLKEHAASLVIAQALSN---------------------A : 334
Seq1_Ap    : ---IEAAYAALTLPLPPRSGLANVLARLRGVVFNLEAG---------------------A : 269
Seq1_Bs    : ---MEDTWTGLQIGALPG----QNDLLSIKLYWDIAAR-----------------ILFQL : 288
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Seq1_Stp   : IGWTSKIYHTL--Y-EDGKIDDSFDVDVEIHHNFQFVLISLDTP------EPIAMSNYIR : 339
PPh_Bs     : AKSSAQYESL--Y-EKGYIDETFSFDFTAEYGFGFAAIGGDTP------EPDQLAEDISS : 329
Seq1_Sys   : VSRLFRELREE--K-GLVTAIGAS-NSTQATQGMFYISAQLPAE------NIPMVEQYIL : 336
Seq2_Sys   : CARLVQRLREE--L-GLVFDIQSC-FSLQKEASLFTINAYLTSA------QAERVEAEIC : 339
PP2_Hp     : SSWLQSELVDK--K-RLASQAFSHNMQLQDESVFLFIAGGNPNV------KAEALQKEIV : 356
PP1_Hp     : SSWLQSELVDK--K-RLASQAFSHNMQLQDESVFLFIAGGNPNI------KAEALQKEIV : 355
Seq1_Rc    : SSRLFQKIREE--R-GLCYSIFAQ-AGAYDDTGMITIYAGTSGE------EVADLCGLTI : 316
Seq1_Rsp   : SSRLFQKVREE--R-GLCYSIFAQ-SGAYEDTGQITIYAGTSGE------EVADLAGLTV : 315
Seq1_Rip   : SSRLFQSIREK--L-GLAYVVGSY-NSAYFDSGVFTIYASTAHN------KLELLYREIK : 319
PP_Ml      : SSRLFQEIRET--R-GLAYSVYSA-LDIFADSGALSVYAACLPG------RFADVMQVIS : 341
PP_Mt      : SSRLFQEVRET--R-GLAYSVYSA-LDLFADSGALSVYAACLPE------RFADVMRVTA : 334
Seq1_Mf    : SSRLFQQIRES--R-GLAYLGVLD-RGPLRDSGALSVYAGCQPE------RFDEVVRVTT : 315
PP1_Stc    : SSRLFQEVREK--R-GLAYSVYSY-TSGFADCGLFGVYAGCRPS------QVHDVLKICR : 357
PP_Bs      : SSRLFQDVRED--K-GLAYSVYSY-HSSYEDSGMLTIYGGTGAN------QLQQLSETIQ : 315
bMPP_Nc    : GSKLSGFVHKH----DLATSFMSF-STSYSDTGLWGIYLVTD--------KLDRVDDLVH : 366
bMPP_Sp    : SSRLSTIVQQH----QLANSFMSF-STSYSDTGLWGIYLVTE--------NLGRIDDLVH : 348
bMPP_Le    : SSRLSHIISSN----SLANSFMSF-STSYSDTGLWGIYLVSE--------NLMNLDDTLH : 356
bMPP_Be    : SSKLAQIVAKH----NLANSFTSF-NTTYSDTGLWGIYIQSN--------NRDNLDDLAH : 355
bMPP_Sc    : PSPLAVAASQNG---SLANSYMSF-STSYADSGLWGMYIVTDS-------NEHNVQLIVN : 354
bMPP2_St   : GSELVQRVAIN----ELAESVMAF-NTNYKDTGLFGVYAEAK---------PDCLSDLAY : 424
bMPP1_St   : GSDLAQSVAIN----ELAESMMSF-NTNYKDTGLFGVYAVAK---------SDCLSDLSY : 420
CoreI_Hs   : SSPLASGAVAN----KLCQSFQTF-SICYAETGLLGAHFVCD---------RMKIDDMMF : 370
CoreI_Bt   : SSPLASIAATN----KLCQSFQTF-NICYADTGLLGAHFVCD---------HMSIDDMMF : 370
CoreI_Bpt  : --------------------------T------TWPSRWP-----------TPSLATTTA : 316
CoreI_Mm   : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Hs    : SSKLAQLTCHG----NLCHSFQSF-NTSYTDTGLWGLYMVCE---------SSTVADMLH : 379
bMPP_Rn    : SSKLAQLTCHG----NLCHSFQSF-NTSYTDTGLWGLYMVCE---------QATVADMLH : 379
bMPP_Ds    : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Ce    : PTRLAEKLSQD----AGIEVFQSF-NTCYKETGLVGTYFVAA---------PESIDNLID : 376
bMPP_Oc    : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreI_Ce   : ASRLVQKIGHD----HGVHNLQHF-NINYKDTGLFGIYFVADAH------DLNDTSGIMK : 361
bMPP_Eg    : DPKVGQFFRPNKAGHNPIHSLNAF-WAPYSDVGLLGFYAIAE----PGKSYGHEWENILH : 366
bMPP_Lm    : NPNLPWERVPN------LVQLRPF-YTPYEETALLGYHIVTARMATSGVARDDAQTLMLN : 367
CoreII_Nc  : AKAT---------AANPGAEAFAH-NYAYSDAGLLAIQITGKG------AAVGKVAVEAV : 352
CoreII_Sp  : AKAAGT-------ASEYKATAVAD-LTPYSDASLLSVVISGSCP-----KAIKATASESF : 332
CoreII_Bp  : LYQAVA---K---GVHQPFDVSAF-NASYSDSGLFGFYTISQAA-----SAGDVIKAAYN : 356
CoreII_Hs  : LHQAVA---K---ATQQPFDVSAF-NASYSDSGLFGIYTISQAT-----AAGDVIKAAYN : 356
CoreII_Rn  : LSQSVA---K---GSQQPFDVSAF-NASYSDSGLFGIYTVSQAA-----AAGDVINAAYN : 355
CoreII_Hii : NGPFGKALSS---A---LGDANARFAAL-NASYADAGLFGFVVSTEAQ-----NAGKAVD : 255
aMPP1_St   : YSRLYLRVLN---AYPQIHAFSAF-SSIYNNTGLFGIQAATTSD-----FAPRAIEVAVK : 399
aMPP2_St   : YSRLYLRVLN---QYPQIHAFSAF-SSIYNNTGLFGIQGTTSSD-----FGPQAVDVAVK : 399
aMPP_OS    : ---GKGMHSRLYLRILX---NXHQIXHSLHL----------------------------- : 122
aMPP2_At   : HSWLYLRLLN---QHQQFQSCTAF-TSVFNNTGLFGIYGCTSPE-----FASQGIELVAS : 397
aMPP1_At   : HSWLYRRVLN---EYQEVQSCTAF-TSIFNDTGLFGIYGCSSPQ-----FAAKAIELAAK : 401
aMPP_Pf    : YSRLFLNVLN---SYNFIESCMAF-STQHSDTGLFGLYFTGEPS-----NTSDIIKAMAL : 359
aMPP_Nc    : YSRLYTNVLN---QHGWVESCVAF-NHSYTDSGLFGIAASCYPG-----RTLPMLQVMCR : 449
aMPP_Sc    : YSRLYTHVLN---QYYFVENCVAF-NHSYSDSGIFGISLSCIPQ-----AAPQAVEVIAQ : 349
aMPP_Sp    : YSRLYLNVLN---QYPWVETCMAF-NHSYTDSGLFGMFVTILDD-----AAHLAAPLIIR : 379
aMPP_Be    : YSRLYTNVLN---RYRWMESCAAF-QHAYSSTSLFGISASCVPS-----FNPHLCNVLAG : 352
aMPP_Hs    : FSRLYLNVLN---RHHWMYNATSY-HHSYEDTGLLCIHASADPR-----QVREMVEIITK : 413
aMPP_Rn    : FSRLYLNVLN---RHHWMYNATSY-HHSYEDTGLLCIHASADPR-----QVREMVEIITK : 409
CoreII_Sc  : LSELSG-------------LISSAKLDKFTDGGLFTLFVRDQ--------DSAVVSSNIK : 302
Seq1_Rhs   : RSRIYQELVVK--Q-AIASSGGAYFNGRSLDPSSFTVFGSPRGE-----AKIEEVEDAID : 412
CoreII_Ce  : PGSTSGLALAN----LPEGVTGSAFQAPYDGSGLVGVYLLATG---------ANADSAVR : 334
Seq1_Tm    : SSILFHEIREK----EGFVYDVFSQIYALKETGIIIVYAALSPE------KIDEFFSKMK : 315
PP2_Stc    : SSRLYNRLVRR----DRTAVAAGFGLLRLAGAPSLGWLDVKTSG-------DVEVPVIET : 340
CoreI_Sc   : ASRLQGIKLLDNIQEYQLCDNFNHFSLSYKDSGLWGFSTATR--------NVTMIDDLIH : 345
PP_Aa      : ISVFYRELRE-----KGLVYSYSCGDMGRPRDNIFIITATFPPE------NYEKVKKRVF : 338
CoreII_Eg  : VSPVLN--TS------FAPKRLEVFYQAYDTVGLIGLSSVQASN--------AQLKAFKA : 378
Seq1_Ap    : TSILFKEVRE---------------ERGLAYGFNVDVHITSWG---------SSMSLIVL : 305
Seq1_Bs    : DSPFFQEIQQT--Y-RLEIDRLSAETYIYEDGGFLILHSQGTHS--------SAYIDVAS : 337
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Seq1_Stp   : QKLATIKIS--KEFTNEHLNLLKKEMYGDFIQSLDSIEHL--THQFS-LYLSDSD-KETY : 393
PPh_Bs     : --MLLRAG--ELITAEKIELARKKKIGTFLKALNSPEYI--ANQFT-RYAFLD---MSLF : 379
Seq1_Sys   : DHIERLQN---EPIPEKDLERIRTQVANRFIFGNERPGDR--ANLYGYYYAQIGD-LEPA : 390
Seq2_Sys   : AAIQTLQT---TPISTAELARAQRLLCNDFIFSTETPAQL--AGLYG-YYQTLAT-AELA : 392
PP2_Hp     : ALLEKLKK---GEITQAELDKLKINQKADFISNLESSSDV--AGLFA-DYLVQND-IQGL : 409
PP1_Hp     : ALLEKLKK---GEITQAELDKIKINQKADFISNLESSSDV--AGLFA-DYLVQND-LQGL : 408
Seq1_Rc    : DELKRAAE---D-MTEAEVARARAQMKAGMLMGLESPSSR--AERMARNLAIWGR-VPGL : 369
Seq1_Rsp   : DELKRATE---D-MSEAEVARARAQLKAGLLMGLESPSNR--AERLARLLAIWGR-VPGV : 368
Seq1_Rip   : NEIIKITE---T-VSTEEIIRAKMQLRSNLQMAQEQNTYK--SEEIGKNYSVFGK-YILP : 372
PP_Ml      : EVLASVAG---DGITEAECRIAKGSLRGGIILGLEDSNSW--MSRLGRSELNYGK-YRGI : 395
PP_Mt      : DVLESVAR---DGITEAECGIAKGSLRGGLVLGLEDSSSR--MSRLGRSELNYGK-HRSI : 388
Seq1_Mf    : EVLEGVAR---DGITADECRIAKGSLRGGLVLGLEDSGSR--MHRIGRSELNYGE-HRTI : 369
PP1_Stc    : DELDHVAE---HGLTDDEIGRAVGQLQGSTVLGLEDTGAL--MNRIGKSELCWGE-QMSV : 411
PP_Bs      : ETLATLKR---DGITSKELENSKEQMKGSLMLSLESTNSK--MSRNGKNELLLGK-HKTL : 369
bMPP_Nc    : FSLREWTRLCS-NVSEAEVERAKAQLKASILLSLDGTTAV--AEDIGRQIVTTG-RRMSP : 422
bMPP_Sp    : FTLQNWARLT--VATRAEVERAKAQLRASLLLSLDSTTAI--AEDIGRQLLTTG-RRMSP : 403
bMPP_Le    : FTLKEWTRMSI-APTEGEVERAKSQLKAGLLLSLDGTTAV--AEDIGRQIVTSG-KRMTP : 412
bMPP_Be    : FTVREWMRLAT-APSEGEVAIAKQQLKTSLLLALDGTTPV--AEEIGRQMLAYG-RRLSP : 411
bMPP_Sc    : EILKEWKRIKSGKISDAEVNRAKAQLKAALLLSLDGSTAI--VEDIGRQVVTTG-KRLSP : 411
bMPP2_St   : VIMNGICKLSY-KVSDADVVRARNQLKSSLMLHIDGSGPT--AEDIGRQLITYG-RRIPY : 480
bMPP1_St   : CIMREISKLCY-RVSDADVTHACNQLKSSLMLHIDGTSPV--AEDIGRHVLTYG-RRIPV : 476
CoreI_Hs   : VLQGQWMRLC-TSATESEVARGKNILRNALVSHLDGTTPV--CEDIGRSLLTYG-RRIPL : 426
CoreI_Bt   : VLQGQWMRLC-TSATESEVLRGKNLLRNALVSHLDGTTPV--CEDIGRSLLTYG-RRIPL : 426
CoreI_Bpt  : PTVAERT----CPAHWLPLLRPTSCARVSRPSTSATQTPG--CWAHTSSATT-------- : 362
CoreI_Mm   : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Hs    : VVQKEWMRLC-TSVTESEVARARNLLKTNMLLQLDGSTPI--CEDIGRQMLCYN-RRIPI : 435
bMPP_Rn    : AVQKEWMRLC-TAVSESEVARAKNLLKTNMLLQLDGSTPI--CEDIGRQMLCYN-RRIPI : 435
bMPP_Ds    : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Ce    : SVLQQWVWLA-NNIDEAAVDRAKRSLHTNLLLMLDGSTPV--CEDIGRQLLCYG-RRIPT : 432
bMPP_Oc    : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreI_Ce   : SVAHEWKHLAS-AATEEEVAMAKNQFRTNLYQNLETNTQK--AGFNAKELLYTG-NLRQL : 417
bMPP_Eg    : YAMRELIRVSRNISEE-EFERAKNQLKLQTMLQLDGTTNI--ADDIGRQVLSFG-ARVPL : 422
bMPP_Lm    : YVLSSLYDLCATKVEDSLLEAAKAEFKASVMMMRDSTTNS--AEDLGRQMIHFG-RRVPL : 424
CoreII_Nc  : KGLKAIAAGG---VSKEDLTKAIAKAKFNLLSASEVSGTG--LVHAGANLLAGG-KPIQV : 406
CoreII_Sp  : KALKSLSSN----IPNDVVKSGIAMAKTKYLSAFEPVTLN--AISASSLVSASK----GS : 382
CoreII_Bp  : Q-VKTIAQGN---LSNPDVQAAKNKLKAGYLMSVESSEGF--LDEVGSQALAAG-SYTPP : 409
CoreII_Hs  : Q-VKRIAQGN---LSNTDVQAAKNKLKAGYLMSVESSECF--LEEVGSQALVAG-SYMPP : 409
CoreII_Rn  : Q-VKAVAQGN---LSSADVQAAKNKLKAGYLMSVETSEGF--LSEIGSQALATG-SYMPP : 408
CoreII_Hii : ALT----RALKSGS---VSAEDVNRGKALLKVAVLDAYSTDSSL--IAEMGLQAVLTK-D : 305
aMPP1_St   : ELTAVANPG---EVDMVQLDRAKQSTKSAILMNLESRMVA--SEDIGRQLLIYG-ERKPV : 453
aMPP2_St   : ELIAVANPS---EVDQVQLNRAKQATKSAILMNLESRMVA--SEDIGRQLLTYG-ERNPV : 453
aMPP_OS    : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP2_At   : EMNAVADG----KVNQKHLDRAKAATKSAILMNLESRMIA--AEDIGRQILTYG-ERKPV : 450
aMPP1_At   : ELKDVAGG----KVNQAHLDRAKAATKSAVLMNLESRMIA--AEDIGRQILTYG-ERKPV : 454
aMPP_Pf    : EFQKMN------RVTDEELNRAKKSLKSFMWMSLEYKSIL--MEDLARQMMILN-RILTG : 410
aMPP_Nc    : ELHALTTDHGYSALGELEVSRAKNQLRSSLLMNLESRMVE--LEDLGRQVQVHG-RKIPV : 506
aMPP_Sc    : QMYNTFANKDLRLT-EDEVSRAKNQLKSSLLMNLESKLVE--LEDMGRQVLMHG-RKIPV : 405
aMPP_Sp    : ELCNTVLSVTSEET-----ERAKNQLKSSLLMNLESRMIS--LEDLGRQIQTQNGLYITP : 432
aMPP_Be    : EFVHMARNLSDEEV-----ARAKNQLKSSLLMNLESQVIT--VEDIGRQVLAQN-QRLEP : 404
aMPP_Hs    : EFILMG-G----TVDTVELERAKTQLTSMLMMNLESRPVI--FEDVGRQVLATR-SRKLP : 465
aMPP_Rn    : EFILMG-R----TVDLVELERAKTQLMSMLMMNLESRPVI--FEDVGRQVLATH-SRKLP : 461
CoreII_Sc  : KIVADLKK-------------GKD-LSPAINYTKLKNAVQ--NESVSSPIELN------- : 339
Seq1_Rhs   : AEIRKIIEFG---ITDVELEKAKNRFVRSIIFARDSQSGM--AGIYG-AALATGDTAHDV : 466
CoreII_Ce  : ATVKVLR-----TTQVQDIEGCKRRAIADILFNAENNVYS--AYDLATNALYNG---PEQ : 384
Seq1_Tm    : DVLSNES------LFMKNFEYGKMRYLGKLDMVTDNPAGM--MSFVIDDLSNDS--LETI : 365
PP2_Stc    : AIDEELARFADEGPTAEEMERAQAQLEREWLDRLGTVAGR--ADELCRYAVLFG-DPQLA : 397
CoreI_Sc   : FTLKQWNRLT-ISVTDTEVERAKSLLKLQLGQLYESGNPVNDANLLGAEVLIKG-SKLSL : 403
PP_Aa      : ELLKETYEN----LTDEQVEEAKSRIINSRLFEEERVEND--AFDIGYSYTVVR-DLDFY : 391
CoreII_Eg  : ALSKIG------TLSEADLAVHKSAALLTAYGNVESWRAT--QATLIDSFNTTG-QPLSP : 429
Seq1_Ap    : EGNRDRVG--------ELFDAMTRSLERALRGGYPESEWR---E--GRRRLYRFYTRREA : 352
Seq1_Bs    : YYVTQKKEQ-----VAAWLQYGKDSLTDAIIYDSDYVRKCFEWAAECDRCDCS------F : 386
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                      *       620         *       640         *       660      
Seq1_Stp   : FDIPKIIERLTLKDVVTIGKAFFEKADA-SDFTVFPK----------------------- : 429
PPh_Bs     : DVVTVLEQITLEDVQNVIQEEIAADRL-TVCKVVPKS----------------------- : 415
Seq1_Sys   : LTYPVQIQALTAADLQKSAQTYLSPTAY-GKVIALPAED--------------------- : 428
Seq2_Sys   : IAYPQIVRQYWPEALQTLAQRYLSTGAY-ALVLLEAAES--------------------- : 430
PP2_Hp     : TDYQRQFLDLKVSDLVRVANEYFKDTQS-TTVFLKP------------------------ : 444
PP1_Hp     : TDYQQQFLDLKVSDLVRVANEYFKDTQS-TTVFLKP------------------------ : 443
Seq1_Rc    : DEVSTLIDGVTVEAVRSYAGRMMIAQDRTALALYGPAEAAPDLAGLRRRLAA-------- : 421
Seq1_Rsp   : DEAVEKIDAVTVGAVRDYAERMAQARS--ALALYGPTEAAPALAQIRERLAA-------- : 418
Seq1_Rip   : EEIIEIITNIRADDIINTANKIFSGTT--TLAIIGPNDLNGF------------------ : 412
PP_Ml      : EHTLQQIDEVTVEQVNALAHQLLNKRY--GAAVLGPYASKKTLPRQLRIMVN-------- : 445
PP_Mt      : EHTLRQIEQVTVEEVNAVARHLLSRRY--GAAVLGPHGSKRSLPQQLRAMVG-------- : 438
Seq1_Mf    : DHTLAQIEAVTLEEVNAVAHQLLSRDY--GAAVLGPYSSKKRCHNSFKLSPADPLRWVQ- : 426
PP1_Stc    : DDMLARIASVTPDDVRAVARDVLGRRP--SLSVIGPLKDKQASRLHDAVA---------- : 459
PP_Bs      : DEIINELNAVNLERVNGLARQLFTEDY--ALALISPSGNMPS------------------ : 409
bMPP_Nc    : AEIERIIDAVSAKDVMDFANKKIWDQDI-AISAVGSIEGLFDYARIRGDMSRNAF----- : 476
bMPP_Sp    : QEVDLRIGQITEKDVARVASEMIWDKDI-AVSAVGSIEGLLDYTVFVAVFL--------- : 453
bMPP_Le    : AQIENAVDAVSVDDIKRVAQKYLWDKDF-ALAAFGNIDGLKDYGRIRNDMSSMLY----- : 466
bMPP_Be    : FEIDRLVDAVTVEDVKRVANEFIYDRDL-AIVAVGPVECLPDYNRIRSAMNLLRY----- : 465
bMPP_Sc    : EEVFEQVDKITKDDIIMWANYRLQNKPV-SMVALGNTSTVPNVSYIEEKLNQ-------- : 462
bMPP2_St   : AELFSRIDSVDTGTIKRVRNRFIFDRDV-AISARGPIQDLPDYNWFRRRTYWLRY----- : 534
bMPP1_St   : TELFARVDAVDASTIKRVANRFIFDQDV-AISALGPIQTLPDYNWFRRRTFMLRY----- : 530
CoreI_Hs   : AEWESRIAEVDASVVREICSKYIYDQCP-AVAGYGPIEQLPDYNRIRSGMFWLRF----- : 480
CoreI_Bt   : AEWESRIAEVDARVVREVCSKYFYDQCP-AVAGFGPIEQLPDYNRIRSGMFWLRF----- : 480
CoreI_Bpt  : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreI_Mm   : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Hs    : PELEARIDAVNAETIREVCTKYIYNRSP-AIAAVGPIKQLPDFKQIRSNMCWLRD----- : 489
bMPP_Rn    : PELEARIDAVDAEMVREVCTKYIYGKSP-AIAALGPIERLPDFNQICSNMRWTRD----- : 489
bMPP_Ds    : ------------------------------------------------------------ :   -
bMPP_Ce    : PELHARIESITVQQLRDVCRRVFLEGQV-SAAVVGKTQYWPVNEEIHGRLIRMQ------ : 485
bMPP_Oc    : ------------------------------------------------------------ :   -
CoreI_Ce   : SELEAQIQKVDAGAVREAISRHVYDRDL-AAVGVGRTEAFPNYALTRAGMSWWRM----- : 471
bMPP_Eg    : ASFFEQLDAISREDLIRVGPRVLLRQGP-RGGGDWRHGQRARVRRPAGGDLLRGPLSCPL : 481
bMPP_Lm    : QEVFERVDAVTPESLRAAAEKYLGVVQP-TVSCIGASSTLPKYDPLSLVSNVVHPQLTPA : 483
CoreII_Nc  : AETLKALEGVTAEKLQAAAKKLL-EGKA-SVSAVGDLHVLPYAEDLGLKV---------- : 454
CoreII_Sp  : DAFISGFDKVTPASISKVVSSLL-AKPA-STVAVGNLDVLPYYDEL-------------- : 426
CoreII_Bp  : STVLQQIDAVADADVINAAKKFV-SGRK-SMAASGNLGHTPFIDEL-------------- : 453
CoreII_Hs  : STVLQQIDSVANADIINAAKKFV-SGQK-SMAASGNLGHTPFVDEL-------------- : 453
CoreII_Rn  : PTVLQQIDAVADADVVKAAKKFV-SGKK-SMTASGNLGNTPFLDEL-------------- : 452
CoreII_Hii : VQSADALVSAIDGVTQQDVQSAAKKAG-SSKL-SVGAVGNLAHVPYASDLA--------- : 354
aMPP1_St   : EHVLKAIDAISANDIASVAQKLI-SSPL-TMASYGDVLSLPTYDVVSSRFHSK------- : 504
aMPP2_St   : EHFLKAIDAVSAKDIASVVQKLI-SSPL-TMASYGDVLSLPSYDAVSSRFRSK------- : 504
aMPP_OS    : ------------------------------------------------------------ :   -
aMPP2_At   : DQFLKTVDQLTLKDIADFTSKVI-TKPL-TMATFGDVLNVPSYDSVSKRFR--------- : 499
aMPP1_At   : DQFLKSVDQLTLKDIADFTSKVI-SKPL-TMGSFGDVLAVPSYDTISSKFR--------- : 503
aMPP_Pf    : KQLSDAIDSITKEDIQRVVHNFL-KTKP-TVVVYGNINYSPHYDEICNILGHK------- : 461
aMPP_Nc    : REMTRRINELTVKDLRRVAKRVV-GGMA-NNAGQGSGAPTVVLQEATVQG------LKTT : 558
aMPP_Sc    : NEMISKIEDLKPDDISRVAEMIF-TGNV-NNAGNGKGRATVVMQGDRGSFGDVENVLKAY : 463
aMPP_Sp    : KEMIEKIDALTPSDLSRVARRVL-TGNV-SNPGNGTGKPTVLIHGNVDEVGDVFALCKKA : 490
aMPP_Be    : LELVNNISAVTRDDLVRVAEALV-AKPP-TMVAVGEDLTKLTDIKETLAAFNASG-EALQ : 461
aMPP_Hs    : HELCTLIRNVKPEDVKRVASKML-RGKP-AVAALGDLTDLPTYEDIQTALSSKDGRLPRT : 523
aMPP_Rn    : HELCTLIRNVKPEDIKRVASKML-RGKP-AVAALGDLTDLPTYEHIQAALSSRDGRLPRT : 519
CoreII_Sc  : ------FDAVKDFKLG----KFN-------YVAVGDVSNLPYLDEL-------------- : 368
Seq1_Rhs   : EAWPLRIRAVKAAEVQAAARKYLSPDRS-VAGYLLPRESATSGDKSR------------- : 512
CoreII_Ce  : SELIAEIQKIQESDVQKYTKAAFER---LAISAYGNYGRIPYADEL-------------- : 427
Seq1_Tm    : EERVERIKNVSKEDYRRAYERFIAGNWS--VFGIGPESGKIIEKHEMIV----------- : 412
PP2_Stc    : LTAVQRVLEVTAEEVQEVAKARLRPDNR-AVLVYEPTASADETDASDENEEAAK------ : 450
CoreI_Sc   : GEAFKKIDAITVKDVKAWAGKRLWDQDI-AIAGTGQIEGLLDYMRIRSDMSMMRW----- : 457
PP_Aa      : RFFDKNLSRVRRVDVMRIFERYIKEDKYSEILMVPEDGNKAE------------------ : 433
CoreII_Eg  : LEIVSAIKAVSADTVKSVVATMLGSPAT--LVHHGDSPCAPTLDALQ------------- : 474
Seq1_Ap    : ISNMERADALSAVILFHEKPFTLEDLVNQTLSSEWSLEEFLRLPRGLALIV--------- : 403
Seq1_Bs    : LDMYHIIQDMDAQVFLSLIDAMASSNK--AIIHVSQKEAIRQ------------------ : 426
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                      *       680             
Seq1_Stp   : --------------------------- :   -
PPh_Bs     : --------------------------- :   -
Seq1_Sys   : --------------------------- :   -
Seq2_Sys   : --------------------------- :   -
PP2_Hp     : --------------------------- :   -
PP1_Hp     : --------------------------- :   -
Seq1_Rc    : --------------------------- :   -
Seq1_Rsp   : --------------------------- :   -
Seq1_Rip   : --------------------------- :   -
PP_Ml      : --------------------------- :   -
PP_Mt      : --------------------------- :   -
Seq1_Mf    : --------------------------- :   -
PP1_Stc    : --------------------------- :   -
PP_Bs      : --------------------------- :   -
bMPP_Nc    : --------------------------- :   -
bMPP_Sp    : --------------------------- :   -
bMPP_Le    : --------------------------- :   -
bMPP_Be    : --------------------------- :   -
bMPP_Sc    : --------------------------- :   -
bMPP2_St   : --------------------------- :   -
bMPP1_St   : --------------------------- :   -
CoreI_Hs   : --------------------------- :   -
CoreI_Bt   : --------------------------- :   -
CoreI_Bpt  : --------------------------- :   -
CoreI_Mm   : --------------------------- :   -
bMPP_Hs    : --------------------------- :   -
bMPP_Rn    : --------------------------- :   -
bMPP_Ds    : --------------------------- :   -
bMPP_Ce    : --------------------------- :   -
bMPP_Oc    : --------------------------- :   -
CoreI_Ce   : --------------------------- :   -
bMPP_Eg    : CTPLPRQSVVCMA-------------- : 494
bMPP_Lm    : QFPEDARACPL---------------- : 494
CoreII_Nc  : --------------------------- :   -
CoreII_Sp  : --------------------------- :   -
CoreII_Bp  : --------------------------- :   -
CoreII_Hs  : --------------------------- :   -
CoreII_Rn  : --------------------------- :   -
CoreII_Hii : --------------------------- :   -
aMPP1_St   : --------------------------- :   -
aMPP2_St   : --------------------------- :   -
aMPP_OS    : --------------------------- :   -
aMPP2_At   : --------------------------- :   -
aMPP1_At   : --------------------------- :   -
aMPP_Pf    : --------------------------- :   -
aMPP_Nc    : ELGWDQIQDTIAQWKLGRR-------- : 577
aMPP_Sc    : GLGNSSSSKNDSPKKKGWF-------- : 482
aMPP_Sp    : GIGH----------------------- : 494
aMPP_Be    : PVGSAGSFGRVTM-------------- : 474
aMPP_Hs    : YRLFR---------------------- : 528
aMPP_Rn    : YRLFR---------------------- : 524
CoreII_Sc  : --------------------------- :   -
Seq1_Rhs   : --------------------------- :   -
CoreII_Ce  : --------------------------- :   -
Seq1_Tm    : --------------------------- :   -
PP2_Stc    : --------------------------- :   -
CoreI_Sc   : --------------------------- :   -
PP_Aa      : --------------------------- :   -
CoreII_Eg  : --------------------------- :   -
Seq1_Ap    : --------------------------- :   -
Seq1_Bs    : --------------------------- :   -
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                      *       680             
Seq1_Stp   : --------------------------- :   -
PPh_Bs     : --------------------------- :   -
Seq1_Sys   : --------------------------- :   -
Seq2_Sys   : --------------------------- :   -
PP2_Hp     : --------------------------- :   -
PP1_Hp     : --------------------------- :   -
Seq1_Rc    : --------------------------- :   -
Seq1_Rsp   : --------------------------- :   -
Seq1_Rip   : --------------------------- :   -
PP_Ml      : --------------------------- :   -
PP_Mt      : --------------------------- :   -
Seq1_Mf    : --------------------------- :   -
PP1_Stc    : --------------------------- :   -
PP_Bs      : --------------------------- :   -
bMPP_Nc    : --------------------------- :   -
bMPP_Sp    : --------------------------- :   -
bMPP_Le    : --------------------------- :   -
bMPP_Be    : --------------------------- :   -
bMPP_Sc    : --------------------------- :   -
bMPP2_St   : --------------------------- :   -
bMPP1_St   : --------------------------- :   -
CoreI_Hs   : --------------------------- :   -
CoreI_Bt   : --------------------------- :   -
CoreI_Bpt  : --------------------------- :   -
CoreI_Mm   : --------------------------- :   -
bMPP_Hs    : --------------------------- :   -
bMPP_Rn    : --------------------------- :   -
bMPP_Ds    : --------------------------- :   -
bMPP_Ce    : --------------------------- :   -
bMPP_Oc    : --------------------------- :   -
CoreI_Ce   : --------------------------- :   -
bMPP_Eg    : CTPLPRQSVVCMA-------------- : 494
bMPP_Lm    : QFPEDARACPL---------------- : 494
CoreII_Nc  : --------------------------- :   -
CoreII_Sp  : --------------------------- :   -
CoreII_Bp  : --------------------------- :   -
CoreII_Hs  : --------------------------- :   -
CoreII_Rn  : --------------------------- :   -
CoreII_Hii : --------------------------- :   -
aMPP1_St   : --------------------------- :   -
aMPP2_St   : --------------------------- :   -
aMPP_OS    : --------------------------- :   -
aMPP2_At   : --------------------------- :   -
aMPP1_At   : --------------------------- :   -
aMPP_Pf    : --------------------------- :   -
aMPP_Nc    : ELGWDQIQDTIAQWKLGRR-------- : 577
aMPP_Sc    : GLGNSSSSKNDSPKKKGWF-------- : 482
aMPP_Sp    : GIGH----------------------- : 494
aMPP_Be    : PVGSAGSFGRVTM-------------- : 474
aMPP_Hs    : YRLFR---------------------- : 528
aMPP_Rn    : YRLFR---------------------- : 524
CoreII_Sc  : --------------------------- :   -
Seq1_Rhs   : --------------------------- :   -
CoreII_Ce  : --------------------------- :   -
Seq1_Tm    : --------------------------- :   -
PP2_Stc    : --------------------------- :   -
CoreI_Sc   : --------------------------- :   -
PP_Aa      : --------------------------- :   -
CoreII_Eg  : --------------------------- :   -
Seq1_Ap    : --------------------------- :   -
Seq1_Bs    : --------------------------- :   -
                                              

t

Abbildung 38 (Seiten 135-146):

Alignment mit Vertretern der Unter-

familie MPP-artiger Proteine.

Aminosäurepositionen, die in min-

destens 50 % der aufgeführten Ei-

weiße konserviert sind, sind grau

unterlegt. Die verwendeten Abkür-

zungen sind in Tabelle 6 erklärt.
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C-Terminus Carboxy-Terminus einer Aminosäuresequenz
Da Dalton
DAB 3,3´-Diamino-Benzidin-Tetrahydrochlorid
DDBJ ‚DNA Data Bank of Japan‘
DIG Digoxigenin
DNA Desoxyribonukleinsäure
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-β-D-thiogalaktopyranosid
MIP mitochondriale Intermediat-Peptidase
MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure
MPP mitochondriale Prozessierungsprotease
mRNA messenger Ribonukleinsäure
NCBI ‚National Center for Biotechnology Information‘
NRD-Konvertase N-Arginin (R)-dibasische Konvertase
N-Terminus Amino-Terminus einer Aminosäuresequenz
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
QH2 Ubichinol
RFLP Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus
RIP ‚repeat induced point mutation‘, wiederholt induzierte Punktmutation
RNA Ribonukleinsäure
SDS Natriumdodecylsulfat
SDP ‚Sporozoite Developmental Protein‘
rpm ‚rounds per minute‘, Umdrehungen pro Minute
Tris Trishydroxymethylaminomethan
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Verwendete Symbole für Aminosäuren

A Alanin V Valin
R Arginin L Leucin
N Asparagin K Lysin
D Asparaginsäure M Methionin
C Cystein F Phenylalanin
Q Glutamin P Prolin
E Glutaminsäure S Serin
G Glycin T Threonin
H Histidin W Tryptophan
I Isoleucin Y Tyrosin

X jede proteinogene Aminosäure

Einbuchstaben-Kode für Nukleinsäuren
nach IUPAC-IUB Kommission der biochemischen Nomenklatur (CBN)
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, 83, 4)

A Adenin S C oder g
C Cytosin W A oder T
g Guanin H alle Basen außer g
T Thymin B alle Basen außer A
U Uracil D alle Basen außer C
R Purine (g oder A) V alle Basen außer T,U
Y Pyrimidine (T, U oder C) N alle Basen
M Basen mit Aminogruppen (A oder C)
K Basen mit Ketogruppen (T,U oder g)

Glossar
(einige Worterklärungen für molekularbiologische Fachbegriffe im Sinne der Verwendung in der vorliegenden
Dissertation)

Alignment Ausrichtung von Aminosäuresequenzen gemäß ihren Identitäten
Amplifikat über PCR vervielfältigte DNA
Annealing Anlagern von Primern an komplementäre einzelsträngige DNA
Blot Transfer von Molekülen (Proteinen, Nukleinsäuren) auf Filterträger
Eluat Molekülgemisch, was in einem chromatographischen Reinigungsschritt von einer

Säule gelöst wird
Exon Shuffling Vorgang bei dem Exons nicht verwandter Gene neu kombinieren
Excision Ausschneiden von DNA-Inserts aus Bakteriophagen
Flow-through Anteil eines Molekülgemisches, der bei einer chromatographischen Aufreinigung

nicht an die Säule bindet
His-Tag N- oder C-terminal an Proteine angeheftetes Ende aus 6-10 Histidinresten
Homologie Gleichartigkeit von Protein- oder Nukleinsäuresequenzen, die einen gemeinsamen

entwicklungsgeschichtlichen Ursprung widerspigelt
Insert Klonierte DNA in einem Vektor
Peak ‚Gipfel‘ einer chromatographischen Molekülaufreinigung
Poolen Vereinigung von Fraktionen eines Eluates
Precursor Vorläuferprotein
Primer Oligonukleotid mit einer freien 3‘-OH-Gruppe, welches mit einzelsträngigen DNA-

Matrizen hybridisiert und als Start für die Verlängerung von DNA-Ketten durch
DNA-Polymerasen dient

Prozessierung ‚Reifung‘ eines Vorläuferproteins (Abtrennen der Leitsequenz)
Screening Durchsuchen einer Genbank
Spacer Abstandhalter
Spot angefärbte Proteinbande in einer Gelmatrix oder auf einem Filterträger
Template DNA-Matrize
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